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【1】研　究　組　織　と　研　究　経　費
【研　究　組　織]
研究代表者:北　漂　春　樹(東北大学大学院農学研究科･助扮勤
研究分担者:膏　藤　忠　夫(東北大学大学院農学研究科･教　授)
研究分担者:川　井　　泰(東北大学大学院農学研究科･助　手)
[研　究　経　費]
交付決定額(配備　　　　　　　　　　　　　　　　　(金額単位:千円)
直接経費 亊I?ﾆ??合計 
平成13年度 澱ﾃS?? 澱ﾃS??
平成14年度 釘ﾃs?? 釘ﾃs??
平成15年度 ?ﾃc?? ?ﾃc??
総計 ?2ﾃ??0 ?2ﾃ??
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6.Shinichiro Katoh, Haruki Kitazawa, Takeshi Shimosato, Masanori
Tohno, Yasushi Kawai and Tadao Saito; Clonlng and characterization of
SWJ-ne lnterleukin-1 7 pref,erentially expressed in intestine. J. Interferon
Cytokine Res., submitted.
2)口　頭　発　表
[学会発表]
1.北穿春樹,下里剛士,川井　泰,膏藤忠夫;
乳酸菌DNAモチーフの腸管バイエル板細胞による取り込みとサイトカインネ
ットワークの制御
日本畜産学会　第100回大会　講演要旨集, p.177,2002.
2.下里剛士,北津春樹,川井　泰,膏藤忠夫;
ブタTolHike receptor 9 (sTLR9)の腸管バイエル板からのクローニングとそ
の発現解析
日本農芸化学会　2002年度大会　講演要旨集, p.280, 2002. (学会トピッ
クスに採択)
3.北弄春樹,加藤真一郎,下里剛士,川井　泰,膏藤忠夫;
乳酸菌遺伝子データバンクを用いたCpG DNAモチーフの検索と同モチーフ
を含む合成オリゴDNAの免疫活性
日本畜産学会　第101回大会　講演要旨集, p.163,2003.
4.下里剛士､北薄春樹､川井　泰､膏藤忠夫
ブタTo‖-(ike receptor (STLR) 9発現細胞系の構築とその利用
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.69,2003.
5.北津春樹､下里剛士､川井　泰､曹藤忠夫
ブタTo‖-like receptor (STLR) 9による乳酸菌DNAモチーフの認識性
-3-
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.69,2003.
61遠野雅徳､北淳春樹､下里剛士､加藤真一郎､川井　泰､渡遺康一､山口
高弘､膏藤忠夫
ブタTo‖-like receptor(TLR)9の抗体作製と臓器発現部位の解析
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.70,2003.
7･加藤真一郎､北薄春樹､下里剛士､川井　泰､膏藤忠夫
乳酸菌DNAモチーフによるブタ腸管におけるサイトカインmRNAの発現誘導
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.70,2003.
8･下里剛士,北津春樹,松本真由美,加藤真一郎,川井　泰,斎藤忠夫
ブタTolHike receptor(STLR)2のクローニングとその発現解析
日本農芸化学会　2003年度大会　講演要旨集, p.ll,2003.
9･北穿春樹,下里剛士,松本真由美,加藤真一郎,川井　泰,斎藤忠夫
ブタToMke receptor(STLR)Zに相互作用をもつsTLRlおよび6のクローニ
ングとその発現解析
日本農芸化学会2003年度大会　講演要旨集, pl1,2003
10･下里剛士,北津春樹,遠野雅徳,加藤真一郎,川井　泰,脅藤忠夫
ブタTLR9トランスフェクタントによる乳酸菌DNAの免疫評価系の構築
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
(優秀発表賞受賞)
11･遠野雅徳,北薄春樹,下里剛士,加藤真一郎,川井　泰,膏藤忠夫
ブタTLRZトランスフェクタントの構築とその利用
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, pH2004.
12･加藤真一郎,北洋春樹,下里剛士,遠野雅徳,川井　泰,膏藤忠夫
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ブタインターロイキンー17(lL-17)のクローニングとその特徴
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
13･北津春樹,加藤真一郎,下里剛士,遠野雅徳,川井　泰,斎藤忠夫
ブタインターフェロンーγ受容体(lFNTR)のクローニングとその解析
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
[招待講演]
1･北洋春樹,膏藤忠夫;乳硬菌における免疫活性化DNAモチーフの発見,
日本農芸化学会　2002年度大会　シンポジウム　SY-15.
わが国における乳酸菌のフロンティア研究,講演要旨集, p.442,2002.
2･北弄春樹,膏藤忠夫;乳酸菌の免疫活性DNAモチーフ,
消化器プロバイオテイクスシンポジウム'03,日本プロバイオテイクス学会,
講演要旨集, p.3, 2003.
3)総　説
北浮春樹,斎藤忠夫
｢乳酸菌からの免疫活性DNAモチーフの発見とブタToll様受容体トランスフ
エクタントによる活性評価系の構築｣特集　プロバイオティクスの機能と広が
る応用範囲,食品工業, 46(14), 25-31 (2003).
4)記　事
r東北大,ブタのTLR単離,ヒトモデルとしての免疫活性化因子スクリーニ
ングに活用｣基礎科学･技術･シーズ,日経バイオテク(2003年4月14日
発行), p.28, 2003.
5)特　許
1 ･ To"様レセプター強制発現細胞の利用　特許出願中(特願2003-172132)
-5-
【3】研　究　成　果
1)　研　究　目　的
生体の免疫システムは,先天的な自然免疫(innate immunity)と後天的に生
じる獲得免疫(acquJ'red immunity)に分類される[1 ].ヒトなどの高等生物に
しか存在しない獲得免疫に対し,自然免疫は昆虫からヒトまで幅広く保存され
ている生体防御システムである.適度な温度,栄養素があるにもかかわらず,
我々の体が腐敗しない理由は病原体を察知して排除する免疫機構が存在するか
らである･昆虫,植物などすべての多細胞生物において感染症は脅威であり,
それに対応すべくそれぞれの生物は感染防御機構を備えている.ヒトやマウス
を中心としたこれまでの免疫学は主にリンパ球を中心とする獲得免疫の解析に
集中していた･これまでの免疫学の解釈でリンパ球を持たない昆虫や血液細胞
もない植物における感染防御機構を理解することは困難であった.感染防御機
構の誘導は病原体の認識に始まり,宿主と病原体の認識はすべての感染防御機
構において必要とされている.最近になって植物やハエにおける病原体認識分
子が遺伝学的解析において明らかにされつつあり,トマトにおける病原体認識
分子として, CF-9, CF-Zなど[2-4],またショウジョウバエにおける病原体
認識分子としてTollが報告されている【5].これらの分子はトマトやハエにお
いて真菌を認識し,感染防御反応を誘導する分子として注目されている.病原
体認識に関わるドメインがロイシンリッチリピート(LRRs)で構築されている
点でこれらの分子は共通する点が多いと考えられている.
自然免疫は,好中球や樹状細胞,マクロファージを中心とする免疫機構で,
限られた数の受容体で病原体に特異的な分子パターンを探知し,認識すること
により生体防御を司っており,サイトカインなどの警戒信号を発して獲得免疫
を活性化するなど感染防御の第一線として機能している[6].一方,獲得免疫
はT細胞やB細胞などリンパ球による抗原受容体遺伝子の再構成をすること
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で多様な抗原を認識する病原体特異的な免疫反応誘導機構である[7】.自然免
疫においては,獲得免疫のような特異的な病原体認識機構は存在しないが,病
原体構成成分を認識し,宿fと識別する自己非自己の認識機構は存在するもの
と考えられていたが,このことはショウジョウバエのToII分子の発見まで長
年の間謎とされてきた.
ショウジョウバエのTollはもともと個体発生の過程で背腹軸決定に関わる
分子として1988年に同定され【8],その後1996年にTollが真菌を察知す
るセンサーでありToHシグナルによって抗菌ペプチドを中心とした感染防御
反応が誘導されることが明らかとなった【5】.さらにTo日はと卜にまで幅広
く保存されていることが判明し[9】,最近になって晴乳類ToJl様分子, To"-like
receptor (TLR)が発見され, TLRがまさに病原体のセンサーであることが明
らかとなったことで,長い間,謎とされてきた自然免疫における病原体認識機
構が解明されようとしている.
TLRは細胞外にロイシンリッチリピート(LRRs) ,細胞内にインターロイ
キン1受容体と相同性のある領域(TJRドメイン)を持ち,現在までに10種類
のTLRの存在が報告されている【9-14]. TLRファミリーはそれぞれ認識分子
すなわち細菌性モデュリンが異なると考えられている.細菌性モデュリンとは,
細菌に特異的な分子パターン(pathogen associated molecular pattems;
PAMPs)で,宿主に対しサイトカイン誘導能を示し,免疫応答を制御するも
のと定義されている. TLRファミリーの認識分子として, TLRZはペプチドグ
リカン(PGN)や細菌リボプロテイン(リボペプチド)(BLP),リボアラビノマン
ナン(LAM),および酵母細胞壁多糖チモサンを認識し【1 5-17], TLR3はウイ
ルス由来二本鏡RNA【18], TLR4は細胞壁多糖であるリボポリサッカライド
(LPS) [19,20], TLR5は細菌鞭毛タンパクであるフラジェリン【21], TLR7
は病原体の構成成分ではないが自然免疫系の活性化作用を持ち,ウイルス感染
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症の治療薬として応用されている合成化合物,イミグゾキノリンの認識に関与
することが明らかにされている【22,23].また, TLRl, TLR6はTLRZと会
合することでマイコプラズマ0'リポタンパク質のリピド構造の些細な相違を認
識し[24,25],またTLR9は細菌に特異的なCpGモチーフを持つ非メチル化
DNAを認識することが報告されている【26】.
TLRは菌体成分を認識すると細胞内シグナル伝達系路を活性化し,共通の
アダプター分子MyD88を介してIL-1 receptor associated kinase (lRAK),
TNF receptor associated factor 6 (TRAF6),そして転写因子であるNFICB
の核移行を促し,最終的にtumor necrosis factor　α(TNF-α),
J'nterJeukin(JL)16, lL12, lL-18といった様々な炎症性サイトカインの産生
や,細胞表面共刺激因子(co-stimuJatorymoJecule)の発現が誘導する[27].
TLRファミリーを介するシグナル伝達経路の例外として, TLR4のリガンド
分子であるLPSの刺激により, MyD88遺伝子ノックアウトマウス由来の樹状
細胞は補助機能分子CD40を発現しT細胞活性化能を増強させることが知ら
れている[28]･すなわちLPS刺激においてはMyD88非依存性経路の存在が
明らかとなっており,サイトカイン産生は誘導しないが,樹状細胞の成熟分化
は誘導することが分かっている.また, LPSで刺激した野生型マウス由来樹
状細胞が, Thl細胞分化支持能を有することとは対照的にMyD88遺伝子ノ
ックアウトマウス由来MyD88樹状細胞は, ThZ細胞分化支持能を有し,そ
のことはI'nvI'voにおいても, ThZ優位の免疫応答が認められている【29,30].
つまりMyD88を介したシグナル伝達は, Thl応答の成立に必須であること,
さらに, TLR4シグナルによるMyD88非依存性経路は, Th2応答を惹起しう
ることを示すものである.
TLRは細胞外LRRsを持つレセプター型のタンパクであり,細胞外LRRの
違いによってショウジョウバエのToJJと18Wは真菌と細菌,また晴乳類TLRZ
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とTLR4はグラム陽性菌とグラム陰性菌というようにそれぞれ異なる病原体を
的確に認識,識別する.しかし,ショウジョウバエのTollは真菌を認識する
が､その認識は真菌由来の傾質がTo日に直接結合するのではなく, SpaetzJe
と呼ばれる内因性のリガンドが,真菌によって活性化され, Tollに結合するも
のと考えられている【31].しかしながら,真菌がどのようにしてTollのリガ
ンドを活性化するのかについて,その詳細は明らかになっておらず,現在のと
ころ, TLRを刺激する糖脂質や核酸とTLRとの直接結合はまだ証明されてい
ない.またその認識機構についても分子レベルでの理解には至っていない.
LRRsの糖脂質や核酸との直接結合の分子レベルでの解析は現在まで報告され
ておらず,今後の課題となっている.
TLRは主に病原体の糖質,脂質や核酸を認識することから,タンパクを認
識する獲得免疫と相補的であるといえる.また, TLRの病原体認識は単独で
はなく,他の分子を必要とすることが最近明らかになりつつある.例えばLPS
の認識はTLR4だけでなく, TLR4の細胞外ドメインに会合するアクセサリー
タンパク, MD-2が必要であり, TLR4を単独で細胞株に発現させてもLPSシ
グナルは伝達されず, TLR4/MD-2複合体を形成して初めてLPSが認識され
ることが報告されている【32].また, TLR2が認識するときには, TLR6と
ダイマーを形成する事が必要であり,また,TLRZおよび4の抗原認識はCD14
依存的であるという報告もある[33】.他のTLRや分子についても,その相互
件用に関する研究は大変興味深く,現在盛んに行われている.
外来性微生物の存在をいち早く探知することは,生体防御において非常に重
要である.晴乳類における自然免疫系の細胞(樹状細胞やマクロファージ)は,
これら菌体構成成分を認識することで外来性微生物の存在をいち早く探知し炎
症反応を励起する.特にCpG DNAはThl反応(自然免疫系を活性化する機
檎)を強く励起し,臨床面での応用が期待されている分子であり,その受容体
-9-
の解明が待たれていた. 2000年になって審良ら(大阪大学微生物病研究所癌
抑制遺伝子研究分野)によって,強い免疫賦活化作用を有するCpG DNAの受
容体としてTLR9が同定され∴微生物由来DNAの認識に必須の受容体分子で
あることがTLR9遺伝子ノックアウトマウスを用いた解析により初めて明らか
となった【26】.野生型マウスの牌臓細胞はLPSやCpG DNAに反応して増殖
するがTLR9遺伝子ノックアウトマウス由来の牌臓細胞はLPSに対しては野
生型マウスと同程度の増殖を示すのに対し, CpG DNAに対する増殖能が著し
く阻害されていた.また,野生型マウス腹腔より回収したマクロファージは,
LPSやPGN, CpG DNAを認識し,活性化された抗原提示細胞はIL-6, lL-12,
TNF-αなどの炎症性サイトカインを産生すると同時に, CD40などの補助機能
分子の発現を増強した.補助機能分子の発現は,抗原提示と協同して,獲得免
疫を担当するT細胞の増殖を誘導し,また, lL-12は,ナイーブT細胞を
Interferon(肝N)一丁を産生する1型ヘルパーT(Thl )細胞へと分化誘導し,細胞
性免疫を確立させる【34】.
一方, TLR9遺伝子ノックアウトマウス由来の腹腔マクロファージは, LPS
やPGNの刺激により正常マウス由来マクロファージと同様にTNFαを産生す
るが, CpGDNAの刺激ではTNFαやIL-6, lL-12の産生は認められなかった.
さらに,野生型マウスの骨髄由来未熟樹状細胞は, LPSやCpGDNAの刺激に
より成熟し共刺激分子の発現が増強しルー12などのサイトカインを産生する
が, TLR9遺伝子ノックアウトマウス由来の未熟樹状細胞は, LPSによる成熟
やIL-12の産生は野生型マウス同様に認められたものの, CpG DNAではこれ
らの反応は認められなかった.さらに､ I'n vivoにおける反応を調べるために
野生型マウスおよびTLR9遺伝子ノックアウトマウスにCpG DNAおよびD-
ガラクトサミンを腹腔内に授与し, CpGDNAによるショックの誘導を行った.
野生型マウスでは,投与後1 2時間以内にすべてのマウスが死亡したが, TLR9
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遺伝子ノックアウトマウスは全匹5日以上生存していた.そのときの血中サイ
トカインの濃度測定の結果から,野生型マウスでは投与後1時間後にTNFα
の濃度が上昇し, 3時間後f=はILl12やIL6の濃度も上昇したが, TLR9遺
伝子ノックアウトマウスでは,これらサイトカインの上昇は認められなかった.
CpGDNAはThl反応を強く誘導することが知られていることから,マウスに
卵白アルブミン(OVA)及びCpG DNAを授与し1週間後に膝下リンパ節を
一層]収してOVAで刺激し, Thl反応活性化の指標の-つであるインタ-フェロ
ン(肝N)Tの産生を測定した.その結果,野生型マウスではOVAに反応して
肝N一丁の産生が認められたが, TLR9遺伝子ノックアウトマウスでは認められ
なかった･このようにTLR9がin vivoにおいてもCpG DNAの認識に必須で
あることが明らかとなった【26】.
CpG DNAによる免疫賦活化作用がクローズアップされ臨床応用が期待され
ている中で,これまでその分子メカニズムの詳細は分かっていなかったが,
TLR9遺伝子ノックアウトマウスの解析によりTLR9がCpG DNAの認識に必
須であることが明らかになった.また, TLRを介したシグナル伝達は,獲得
免疫を量的,質的,双方の面から制御していることになり, TLRシグナルを
解析するには,抗原提示細胞,特に樹状細胞を用いた解析が極めて重要である.
今後, TLR9を介したシグナル伝達経路についてその認識メカニズムを分子レ
ベルで明らかにすることにより,自然免疫という基本的な免疫システムがより
解明されていくものと期待されている.また,細菌由来のDNAは免疫反応を
特に促進することが知られており,このDNAを用いたワクチンの開発は,感
染を抑制するだけの低い免疫応答から,細菌を殺す有効性の高い応答へと切り
換えることができるため,結核などの感染症の治療,さらには癌,アレルギー
などへの幅広い応用が期待されている【35-38】.
当研究室ではこれまでに食品の有する生体調節機能,特に生体恒常性の維
一i■　ニ
持･調節に関わる機能に注目し,乳業用乳酸菌や乳酸菌由来因子(細胞壁,育
体外多糖,ゲノムDNAおよびDNAモチーフ)の生物活性,とくに免疫賦活化
作用について精力的に追究している【39-48].また,ヒトモデル系として臓器
移植の分野においてもその活用が大いに期待されているブタを対象として,負
品として利用される乳業用乳酸菌の腸管免疫活性化機構について追究している.
乳酸菌がもつこれらの免疫賦活化機能を検討し,それを機能性食品として応用
する場合,腸管免疫系における生物活性の評価系を構築することは大変有意義
であり,また必要不可欠なことである.そこで本研究では,乳酸菌の菌体成分
を認識することが期待できるTLRに着目し,免疫賦活化作用をもつ乳酸菌の
腸内における認識機構と,その活性発現機構を解明することを目的とした.本
研究の成果は,将来的に免疫増強作用を有する乳業用乳酸菌あるいはその成分,
とくに乳酸菌由来機能性DNAの生物活性評価系の構築を達成し,それら成分
を利用した2 1世紀の未来食品｢生体防御食品｣の実現に大きく貢献するもの
と考えられる.
本研究では,病原細菌由来非メチル化CpGモチーフを有するCpG DNAを
認識するTLR9について,腸管免疫系における作用機序を解明する目的で以下
に示す内容に従い検討した.
①ブタ腸管バイエル板より精製したpoly(A)+mRNAを用いて,ブタTLR9の
クローニングおよび全構造遺伝子配列の決定と他動物種TLR9とのホモロ
ジー解析を行なった.
②ブタTLR9について,成熟ブタ,初生仔ブタの各種臓器においてReaトtime
quantitative PCR法によるmRNAレベルでの発現解析を行なった.
③ブタTLR9特異的抗体を作成した.
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④ブタTLR9について,成熟ブタ,初生仔ブタの腸管組織においてウエスタ
ンプロット法および免疫組織化学法(蛍光抗体染色法)によるタンパク質
レベルでの発現解析を行なった.
⑤ブタTLR9遺伝子を強制発現させた晴乳類細胞(トランスフェクタント)杏
構築した.
一･本研究は乳業用乳醸菌由来のDNAの腸管免疫に対する作用をサイトカイン
誘導について発展的に解明することにより, 21世紀において疾病を予防する
機能性DNAモチーフを有する乳酸菌を用いた未来食品, "生体防御食品"の
創製の基礎を築くものである.
2)研　究　実　施　計　画
本研究では,疾病予防機能性DNAモチーフを有する乳酸菌を用いた未来
食品, "生体防御食品"の創製の基礎を築くことを目的とし,乳業用乳酸
菌由来のDNAの腸管免疫に対する作用を発展的に解明する.具体的な研究
計画は以下のとおりである.
[平成1 3年度]
1･ブタTLR9のクローニングおよび全構造遺伝子配列の決定と発現解
析
a)ブタ各種臓器由来PoJy(A)'mRNAの調製する.
b)ブタTLR9特異的PCRプライマー,および定量的PCR用プライマ
ーを設計する.
C) RT-PCR法によるブタTLR9遺伝子のクローニングおよび遺伝
子配列の決定する.
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d)ブタ各種臓器におけるTLR9mRNA発現量を定量的pc R法により
解析する.
【平成1 4年度コ
2.ブタTLR9特異的抗体の作製と腸管組織におけるブタTLR9の発覗
解析
-- a)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を作製する
b) Enzyme-linked immunosobant assay (EuSA)法による抗体価を測
定する
C)免疫吸収試験による抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異性を解析
する
d)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を用いた,腸管組織ウェスタンプロ
ット解析をする
e)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を用いた腸管組織の免疫染色をする
f)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を用いた,腸管組織フローサイトメ
トリー解析をする
[平成1 5年度]
3.ブタTLR9トランスフェクタントの構築
a)遺伝子導入プラスミドの調製する
b)リボフェクション法によるブタTLR9遺伝子の晴乳類細胞へ導入す
る
C)トランスフェクタントにおけるブタTLR9の発現解析をする
d)ブタTLR9トランスフェクタントによる乳酸菌由来DNAの取り込み
について解析する
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3)~研　究　成　績
1.材料および方法
1-1)試薬
実験には特に断りのない限り, (秩)和光純薬工業(Osaka,Japan)製の特級あ
るいは一級試薬を用いた.また水は全てミリQ水を用いた.
1-2)実験動物
すべての実験にはフナコシ株式会社(Tokyo,Japan)より購入した親ブタ組織,
およびヒルズ株式会社(Miyagi,Japan)より購入した初生仔ブタを用いた.
1-3)ブタ組織Poly(A)+mRNAの調製
ブタ組織をペニシリン(400m9/mL) ･ストレプトマイシン(400∪/mL)(Life
Technologies, lnc., Rockv‖e, MD, USA) (SP)を含むPBS中で洗浄し,各種
組織(心臓,胸腺,肺臓,牌臓,胸腺,腎臓,骨格筋,十二指腸,回腸,空腸,
バイエル版,腸管膜リンパ組織)を掃出した.組織は3mm四方程度に細断し,
液体窒素中で凍結後,使用まで-80℃で保存した.凍結保存した組織は,速や
かに適当量のTRIzoI Reagent(組織体積の10倍量以上, samp一e 50-
100mg/mL TRIzoJ, Life Technologies)の入った丸底プロピレンチュ-プ
( Falcon　2006,Becton Dickinson, Lincoln, N｣ )に移し, Polytron
(Kinematica AG, Switzer一and)を用いよくホモジナイズした.室温で10min
放置した後,破砕液を1･SmLマイクロチューブに移し, TRIzo】ReagentlmL
に対し200pIクロロホルムを加え激しく撹拝し, 3min放置した.遠心分離後
(15,000rpm, 4℃, 15min),上溝部分の水屑のみを新しい1.5mLマイクロチ
ー15-
ユーブに回収し･回収量と同量のイソプロピルアルコールを加えよく撹拝し,
室温で10min放置後,遠心分離(15,000rpm,4℃,15min)し, tota川NAペ
レットを得た･ 1 mL冷75%主クノール(RNase free)で洗浄後,エタノール
を完全に風乾し･ DEPC-H20に溶解L Total RNA溶液を得た. Total RNA清
さ掛naKaRa O[igotexT"-dT30 Super mRNA Purification Kit(TaKaRa, Kyoto,
Japan)を用いてPoly(A)'mRNAのみを精製した.すなわち,マイクロチュー
ブに付属の2× Binding Buffer 50pr, 0日gotexTM-dT30 1 0pLおよびTotal RNA
溶液50pLを合わせ･ 70℃, 3min加熟した後,室温で10mjn放置した.逮
心分離後(1 5･000rpm･ 4℃, Smin),上着を除去し,付属のWash Buffer350pL
でOligotexT"-dT30を懸濁後,スピンカラムに移した.再び遠心分離し
(15,000rpm, 4℃, 5min),この操作をもう一度繰り返した.カラム内の
OJigotexT"-dT30は, 70℃に保温したRNase free water 20-50pLにより懸
濁し,新しいマイクロチュ-ブに遠心回収(15,000rpm,4℃, Smin)した.
ト4)ブタTLR9特異的PCRプライマーの設計
ヒトTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; ABO45180) ,
マウスTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; AF348140)お
よびネコTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; AY137581)
cDNA構造遺伝子領域より,高度に保存されている領域をGENETYX-SV/RC
Ver･1 1･0･3･1 (Software deve一opment,Tokyo)により解析し,ブタTLR9特
異的プライマーを設計した1 01igo-DNAの化学合成は全てSawady
Technology Cot Ltd. (Tokyo, Japan)に依頼した.
1-5) cDNAの合成
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1-3)で調製したブタ腸管バイエル板由来Poly(A)+mRNAとト4)で設計した
ブタTLR9特異的Reverseプライマーおよび3'RACE Adapter primerを用い
て, THERMO ScriptT" revers'e transcriptase (lnvitrogen Corp., Carlsbad, CA
USA)による逆転写反応によりcDNAを合成した.
ト6) cDNAの精製
-･cDNA　の精製は, QlAquick PCR Purification Kit(QIAGEN Co.,
Ltd.,Tokyo,Japan)を用いて行った.すなわち, PCR産物の5倍量のBufferPB
を混ぜ, qlAquick co山mに加えた.遠心後(13,000rpm, 4℃, 1min),流出
液を廃棄し, Buffer PE(wash buffer) 750LAIをカラムに加え,再び遠心
(13,000rpm,4℃,1min)した.カラムを新しいマイクロチューブにセットし,
50LAJの滅菌水をカラム中央の膜に加え, lmin放置した後,遠心(13,000rpm,
4℃, 1min)して精製cDNAを得た.
1-7)ブタTLR9 cDNA断片のクローニング
1-4)にて設計したブタTLR9特異的プライマーと1-6)で得られたcDNAを
用い,目的とするブタTLR9遺伝子断片をPCR法, RACE法により増幅した.
ト8)PCR産物のアガロースゲル電気泳動
増幅したDNAフラグメントの電気泳動は1.0-2.0%のアガロース濃度の泳
動ゲルを用いて行った.泳動緩衝液には1 ×TBE緩衝液(0.09MTris-ホウ硬,
0･002MEDTA, pH8.0)を用いた.分子量マーカーは, 1Kbp Stab一e
ladder(SIGMA GENOSYS), 1 00bp Stab一e ladder (SlGMA GENOSYS)を用いた.
通電は50Vまたは100Vの定電圧下で行った.ゲルの染色はエチジウムブロ
マイド溶液(0･5LAg/mL)に15min浸すことにより行った.泳動装置はMupid-
- 17-
2(コスモリマイオ,東京)または水平型サブマリン電気泳動装置(Amersham
pharmacia Biotech,UK)を用いた･フラグメントの検出はFAS一日(TOYOBO)
を用いて行った.
1-9)アガロースゲルからのDNAの抽出
アガロースゲル電気泳動後,目的のDNA断片をUV照射下で切り出し
Quantum PrepT" Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraction Spin
Columns(Nippon Bio-Rad Laboratories K.K., Tokyo, Japan)によりDNAを
抽出した.すなわち角を切り落としたゲルを細断し,カラムに入れ, -20℃で
5min急凍したあと,室温で遠心(15,000rpm, 3min)し, DNA溶液を回収し
た.
1-10)ライゲーションおよびトランスフォーメーション
アガロースゲルから回収した目的のDNAはpGEMイEasy Vector System
l (Prome9a,Co.,Madison,〉Ⅵ,USA)を用いてライゲーション反応を行なった.
すなわち0･5mLマイクロチューブに2xRapidLigation Bufferを5LA(, PGEM-T
Easy vector(song)をIpl, DNA溶液を3pI, T4 DNA LigaseをILLI加えよ
く混合し, 20℃, 1hrインキュベートした.ライゲ-ション済みプラスミド
溶液10tA=ま,丸底のプロピレンチューブ(Falcon2006､ Becton Dickinson､
Lincoln･ NJ)中に10xKCM IOpL, 30% PEG 7pL,ミリQ水73plととも
によく混合した.氷中で穏やかに解凍したE. co/I'JM109コンビテントセル
(100LAL) (Promega)を混合液に加え,チューブの底を緩やかに撹拝した.
氷中で20min放置後,室温で10min放置した. SOC培地(800LAl)を加え
37℃で1hour振蓋培養し,表面に×-gal (TaKaTa)を塗布したアンピシリン
(和光純薬工業(秩))含LB平板培地に適当量を塗り広げた. 37℃で一晩培養
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し,ホワイトコロニーを形成したものをインサート陽性コロニーとした.
1-ll)ダイレクトPCR法に/よるクローニングベクターへのインサート挿入の
確認
ホワイトコロニーにおけるブタTLR9cDNA断片の検出はコロニーダイレク
トPCR法により行った. 0.5mLマイクロチューブにミリQ水4LAlずつ分注
-し,これにインサート陽性コロニーから滅菌楊枝を用いてかき取った菌体を懸
濁した. PCR反応溶液を調製し,菌体懸濁液に16plずつ分注し(fina120pl),
良く混合した後PCRを行った(反応溶液および反応条件はTable 2-2-7に示
した). PCR産物はアガロース電気泳動に供し,インサート確認した.また,
接種した菌体は,同時に菌株保存用培地にも接種しておき, 37℃, 12hour
培養した.
1-12)インサート陽性プラスミドの調製
ブタTLR9 cDNA断片をインサートに持つプラスミドの調製は,quantum
PrepTM Plasmid Miniprep Kit(B旧RAD)を用いた.すなわちダイレクトPCRに
よりブタTLR9 cDNA断片の存在を確認した菌株を菌株保存用培地上のコロニ
ーから滅菌楊枝でかき取り, Terrific broth(TB)培地(3.OmL)に接種し, 37℃
で16hour振蓋培養した.培養液は1.5mLのマイクロチューブに移し, 2回
に分けて遠心(1 5,000rpm, 4℃, 30sec)集菌し, 200pLのCe" Resuspension
Solutionに再解濁し,続いて250plのCeII Lysis Solutionを加えてチューブ
を数回転倒混和して緩やかに懸濁した. 250pJのNeutralization Solutionを
加え,同じく緩やかに転倒混和した後,遠心(12,000rpm, 4℃, Smin)した.
上清を2mL collection tubeにセットしたスピンフィルターに移し,完全に
解濁した200LAlのQuantum Matrixを添加し,よくピペッティングした後,
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遠心(14,000rpm, 4℃, 30sec)し,流出液を廃棄した. 500plのWashBuffer
にて2回遠心洗浄(14,000rpm, 4℃,30sec)したあと, 70℃に熟した滅菌水
50BAJを加え,遠心溶出(14,006rpm, 4℃, lmin)した.
1-13) DNA配列決定
SequiTherm EXCEL'M ll DNA Sequencin9　Kits-LC(for　66-cm
gels)(EPJCENTRE TECHNOLOGIES, Madison, USA)を用いたサイクルシーク
エンシング反応により行った.すなわち, A,T,G,Cと記した0.5mLのマイク
ロチューブにSequitherm EXCEL Jl -LC Termination Mix A,T,G,Cをそれぞ
れ2LAげっ分注した･そこにPremix solutionを4p)ずつ分注し, Table2-2-
8に示した条件で反応させた.サイクル終了後,各反応液に3LAJの
Stop/Loadin9 Bufferを加え,よく混合した. 95℃, 3min加熟し,氷上で
急冷した後, 1･5LAlをDNAシーケンサーModeJ 4000L (Li-cor,Lincoln,USA)
にアプライした.データ解析は, lmageAnalysisVersion2.10により行った.
ト14) DNA配列決定
SequjTherm EXCELT"日　DNA Sequencing Kits-LC(for　66-cm
9els)(EPICENTRE TECHNOLOGIES, Madison, USA)を用いたサイクルシーク
エンシング反応により行った.すなわち, A,T,G,Cと記した0.5mLのマイク
ロチューブにSequitherm EXCEL " -LC Termination Mix A,T,G,Cをそれぞ
れZplずつ分注した･そこにPremix soJutionを4LAIずつ分注し, Table2-2-
8に示した条件で反応させた･サイクル終了後,各反応液に3pJの
Stop/Loading Bufferを加え,よく混合した. 95℃, 3min加熟し,氷上で
急冷した後, 1･5plをDNAシーケンサーMode1 4000L (Li-cor,Lincoln,USA)
にアプライした.データ解析は, ImageAnalysisVersion2.10により行った.
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ト15)異種間におけるTLR9遺伝子の相同性と系統樹解析
得られたcDNA部分断片をつなぎ合わせて全長の構造遺伝子とし,
GENETYX-SV/RC Ver.1 1.0.3.1を用いてヒト,マウスおよびネコTLR9遺伝
子との間でヌクレオチドおよびアミノ酸配列について相同性解析を行なった.
1-16)ブタTLR9のタンパクドメイン解析
ブタIrLR9　アミ　ノ酸配列は, SMART (http://smart.EMBL-
heldelberg.deJ)[55][56]により解析し,シグナルペプチド,ロイシンリッチ
リピート,ロイシンリッチリピートC末ドメイン,トランスメンブレン領域,
Toll/interleukin-1レセプターを特定した.また各々の領域について,ヒト,
マウスとの相同性を解析した.
ト17)ブタTLR9 0RF(open reading frame)のクローニング
ブタTLR9 0RFは, Overlap PCR法により得た.まず, THERMOSCRJPTTM
Reverse Transcriptase(lnvitrogen)を用いてストップコドンを含むプライマ
ーからcDNAを合成した.ORF中でlカ所のみ切断される制限酵素サイト(Nco
I )をGENETYX-SV/RCVer.1 1.0.3.1により検索し,その領域がオーバーラ
ップするようにプライマーを作製し, 2つのDNA断片を増幅した.それら2
つのDNA断片を制限酵素Ncol (コスモバイオ)により切断し,電気泳動によ
り必要な断片のみを分離,抽出した.これらの突出末端同士をライゲーション
することでORF断片を作成した.続いてこれをテンプレートにPCRを行ない,
増幅したORFを前述の方法によりクローニングした.オーバーラップした接
続部位の配列確認は, 1-14)のDNAシークエンスの方法に従って行った.
-21 -
1-1 8) Reaトtime quantitative PCR法によるmRNAの定量
PCR溶液調製にはLightCycJer-FastStart DNA Master SYBER Green lを使
用した･分析機器としてLightCycJer(Roche Diagnostic, Tokyo, Japan)を用
い,解析にはLightCyclerSoftware Ver.3.5を用いた.
1-18-1)プライマー設計
ブタTLR9特異的プライマーはCG(シトシンとグアニン)の比較的高い領域
であるTIRdomainより作製した･ House keepin9 geneとしてはブタβ-actin
を採用し, M･ Baarschの報告した特異的プライマーを使用した[71】.
ト18-2)最適PCR反応条件の検討
ブタTLR9のクローニングに用いたバイエル板由来cDNAをtemplateとし
て1-18-1)で設計したプライマーを用いてPCR法によりDNAフラグメント
を増幅した.アガロース電気泳動に供した後,目的のバンドからDNAを抽出
し, DNA濃度をSmartSpec'M3000 Spectrophotometer(BIO-RAD)により
測定し, 5pg/pLに調製した･このDNAをJPC(lnternaJ Positive Control)配
列として以降のPCR反応におけるtemplateにした.基本的なPCR反応の最
適化条件を設定するため,反応溶液中のM9C12含量を最終濃度1mM, ZmM,
3mM, 4mM, SmMの5段階に分けて検討した.またプライマーダイマーの
ピークを抑えるため,プライマーのアニーリング温度およびアニーリング時間
を検討した.同様にβ-actinにおいても行った.
Buffer組成および反応条件
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Component of reaction mixture fわr PCR
LightCycIer-FastStart DNA Master SYBR Green l
template DNA
MgC12 Stock solution, 25mM
Expression analysis Forward primer ( 10pmol/ml)
Expression analysis Rever㌍ primer( 10pmol/ml)
(Lil)
2
2
1血M; 0
2皿M; 0.8
3JnM; 1.6
4血M; 24
5JnM; 3.2
1
1
up to 20
PCR Cyck
C C T.D nV C
.5.m.ロ.rt.<
9　　9　　/b　　7
rEi　.ら L一･n I;
1-18-3)標準曲線の作製
1 -1 8-2)で合成したIPC配列をtemplate(negativecontrol tしてtemplate
を含まないものも含める)として, PCR反応溶液中の最終濃度l.25pg/pLか
ら5段階1/10ずつ段階希釈し, PCR反応に供し,得られた5段階の増幅曲
線よLJ,指数関数的増幅領域でのCt (ThresholdcycJe)値と蛍光強度から算
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出した標準曲線(検量緑)を作製した(Fit point法).同様にβ-actinにおいても
行った.
Buffer組成および反応条件
CompDRBnt Of reac加rLmixtlue for PCR
ushK:yEler-FastStart DNA旭ster SYBR Green I
MgC12 Stock sohto札25mM
temphte DNA:
Prepam a fresrl丘加加rL Serie5.3f iTL只9 DNA fm噂merLt
in water as fonoⅦi
Spg叫
1 :i 0=500fg叫
1: 100=5D呼Ld
l: 100ロ=5fypl
l: lDDDO=D･5秒pl
叫re ssion analysis Fon抱rd prime r (lE]prnDl/rid)
Expre ssiEm a叫ysis Reye I鷲Prirne r( 10pmDLtrnl)
( pl)
■1
･3)ld,4; 1.6
■1
H20
ハL rJ U　ハLT　八UO
n.tt･)　が.r一.<
Eh O′　　′D　　7
む　,D Li 也 A;
PCR Cycle
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18Inim
15sec
lOsec
5sec
soak
45 cycle
up tDエロ
1-19)各種組織中のブタTLR9 mRNA発現量の比較
1-18-1)で設計したプライマー, 1-5)で合成した各種組織cDNA, 1-18-2)
で求めた最適MgC12濃度および1-18-3)で作製した検量線を用いて, Reaレ
time quantitative PCR法により各種組織におけるブタTLR9 mRNA発現量を
比較した.すなわち設定したPCR最適条件下のもとでの各種組織におけるブ
タTLR9遺伝子断片の増幅曲線を検量線に照らし合わせ,得られたブタTLR9
増幅Indexを同様にして得られたβ-actin増幅Indexで割ることでブタmRNA
発現Indexを算出し,臓器間における発現量を比較した.
Buffer組成および反応条件
CロmPOne rLl of reactE)rL m血Ilre for PCR
UBhtCycler-FastStart DNA旭ster SYBR GreerL I
MsCl2 Stock sol此on. 35ItiM
temphte CDNA:
derived from heart thymtw･ 111喝SPleen. kidNy.
skEb tat mWe止. d心血rLurn. Je]tmtLm. ile UZTL
Peyds patches and meserLte血1ymph nodes
E申re ssion analysis Fon侃rd prime I (10pmDUd)
申pre富iDn analysis Reve rSZWrime r( lDprnDUd)
3m一寸; 1.ら
1
H20
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PCR Cycle
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ト20)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の作製
GENETYX-SV/RC Ver･ 1 1 ･0･3･l (Software deveJopment,Tokyo)を用いて
ブタTLR9の全アミノ酸配列の中からエピトープ領域を検索した.またブタ
TLR9のタンパク質二次構造解析を行い,抗体作製のための特異的なエピトー
プ部位を細胞外ドメインより探索した.ペプチド抗原の合成およびポリクロ
ーナル抗体の作製はSawady Technology Co.,Ltd.(Tokyo,Japan)に依頼し
た.
1 -21 )Enzyme-Jinked immunosobant assay(ELISA)法による抗体価の測定
作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の抗体価をELISA法により測定
した･すなわち固相化用バッファーにあらかじめ抗原ペプチドを最終濃度
5LAg/mLで溶解させ,抗原ペプチド溶液を調製した.この抗原ペプチド溶液
をfmmulon ZHB(Thermo Labsystems,Franklin,MA)の各ウェルに1 00pげ
っ添加して固相化した(4℃,14h). PBST(0.05%Tween20を含む
phosphate-buffered saHne)で洗浄(Sminx3回)後,ブロッキングバッファ
ー(PBSwith 1%BSA)を各ウェルに15叫添加してブロッキング(RT,Zh)した.
PBS一丁で洗浄(Sminx3回)後,一次抗体として100-51,200倍の希釈系列
を件成した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体をそれぞれ各ウェルに150pげ
っ添加して抗体反応(RT,Zh)させた. MicroMixer E-36(TAITEC)を用いて
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PBS二Tで洗浄(Sminx3回)後,二次抗体として1/1,000に希釈したanti-
rabbit rgG-peroxidaseを各ウェルに1 50pl添加して抗体反応(RT,Zh)させた.
MicroMixer E-36(TAITEC)を用いてPBS-Tで洗浄(Sminx3回)後, 20mlの
酵素基質用バッファーにあらかじめOPD(0-phenylenediamine)を30mg,発
色操作直前にH202を7LAl加えて調製した発色溶液を直ちに各ウェルに1 50pl
添加して発色反応させた. 37℃で発色反応させた後, 20% H2S04を各ウェル
ー20pl加えて反応停止させ, Multiscan MS-UV(Labsystems)で二波長測定
(450/405nm)した.
1-22)組織免疫染色における抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の最適希釈倍
率の検定
1-21)より得られた抗体価を参考にして,算出した希釈倍率から約100倍
濃い濃度の希釈倍率を中心にした抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の希釈系
列を作製した.この作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の希釈系列を
それぞれ一次抗体として組織免疫染色を行うことで,最適希釈倍率を検討し
た.
1-23)免疫吸収試験による抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異性の解析
1-23-1)ドットプロット分析による抗原ペプチドの検出限界量の決定
抗原ペプチド溶液の段階希釈系列を作製した後, Bl0-DOT(NipponBIOIRAD
Laboratories K.K.,Tokyo,Japan)を用いて,自然ろ過モードによりPVDF膜
(lmmobilon-PSQ:Mi"ipore Corporation,Bed ford,MA)に1 0pg～0.1 ngの抗原
ペプチドをドットプロッテイングした. PVDF膜をTBS一丁(0.05%Tween20
を含むtris-buffered saline,pH8.2)で洗浄(SminxI El)級,ブロッキングバ
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ツファー(TBSTwith 1 % BSA,1.5% Goat-serum:Vector Laboratories, lnc.,
BurJingame,CA)でブロッキング(RT,30min)した. LABO SHAKER(BIO
CRAFT)を用いてPVDF膜をTgSITでよく洗浄(Sminxl回)後,抗ブタTLR9
ポリクローナル抗体を抗体反応･希釈用バッファー(TBS一丁with 0.1% BSA)
に最適希釈倍率(1/1 ,000)で希釈し,一次抗体として反応(RT,30min)させた.
PVDF膜をTBS一丁でよく洗浄(5minx3回)級,抗体反応･希釈用バッファー
で一･1/1,000　に希釈した　BiotinyJated anti-rabbit lgG (H+L)(Vector
Laboratories,lncリBur仙9ame,CA)を二次抗体として反応(RT,30min)させた.
PVDF膜をTBS一丁でよく洗浄(Sminx3回)後,抗体反応･希釈用バッファー
で1 /300,000に希釈したAIkaline phosphatase-streptavidin(SlGMA)を反
応(RT,30min)させた･ PVDF膜をTBSTでよく洗浄(3minx5回)し, ECF
(Amersham Pharmacia Biotech, Backinghamshire, England)を用いて反
応(5min)級, Attophos(Ex;440nm,Em;560nm)をMolecular lmager Fx
(Bio-Rad Lab.,Hercu一es,CA)により検出することで,抗ブタTLR9ポリクロ
ーナル抗体の最適希釈倍率における抗原ペプチドの検出限界量をもとめた.
1-23-2)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体と抗原ペプチドを用いた免疫吸
収試験
1-23-1)よりもとめた最適希釈倍率(1/1,000)における抗ブタTLR9ポリ
クローナル抗体の抗原ペプチドの検出限界量を指標として, 50n9の抗原ペ
プチドと1/100に希釈した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体をスモールスケ
-ル(200pr)で抗原抗体反応(4℃,1 4h)させた.抗原抗体反応後,抗ブタTLR9
ポリクローナル抗体の希釈倍率が1/1,000になるようにラージスケール
(ZmJ)にし,抗原抗体反応液を調製した.この抗原抗体反応液を一次抗体とし
て組織免疫染色をおこない,組織上における抗ブタTLR9ポリクローナル抗
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体の晦異性を解析した.
1-24)エピトープ部位を含むリコンビナントタンパク質を用いた抗ブタTLR9
ポリクローナル抗体の特異性の解析
1-24-1)プライマー設計
一･抗原ペプチドとして選択したaa;269-285(CPKDHPKLHSDTFSHLS)の領域
をコードするcDNAを作製するために, GENETYX-SV/RC Ver. ll. 0. 3. 1
(Software development, Tokyo)により,特異的プライマーを設計した.な
お, Fon〃ard primerには5'末端側に制限酵素βamHlの切断配列
(CGCGGATCC)を加え, Reverse primerには同じく5'末端側に制限酵素HI･nd
日の切断配列(CCCAAGCTT)を付加した.
ト24-2)エピトープ部位をコードするブタTLR9cDNA断片のクローニング
1-24-1)で設計した特異的プライマーとブタTLR9構造遺伝子を内部にも
つプラスミドを用いて,目的とするブタTLR9遺伝子断片をpolymerasechai∩
reaction(PCR)法により増幅した.
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Buffer組成および反応条件
A)
B)
10xPCR Buffer
2.5mM dNTPmix
TaKaRaT" Taq Polymerase(5U/ml)
template ;CDNA
Forward primer (20pmol/pl)
Reverse primer (20pmol/Lil)
(Lil)
2
1.6
0.1
0.1
0.4
0.4
Water
℃　℃　℃　℃　℃　℃　℃　℃5　0　　2　　5　5　2　　2　　49　/b　　7　　0ノ　5　7　　7a b C d e n g h
up to 20
1-24-3) BL-21コンビテントセルへのトランスフォーメーション
あらかじめLac )(Lac repressor protein)遺伝子をコードしたプラスミド;
pREP4　を導入しておいた　BL-2トCodonPlus Competent Ce=S
(STRATAGENE)に,目的のcDNA断片を導入したpQE-30発現ベクターをト
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ランスフォーメーションした.すなわちBL-21コンビテントセルが100Lll
入った0.5mLのマイクロチューブを氷上融解(10min)させた後, 2-
Mercaptoethanolを最終濃度25mMになるように添加(0.1 75tAI)し,約20ng
のpIasmid DNAを加えた.氷上で放置(30min)した後, 42℃のBLOCK
INCUBATORBト525(ASTEL)で60secのヒートショックを与えた.ヒートシ
ョック後直ちに氷上に戻して放置(3min)した後, 400L↓lのSOC培地が入っ
-た丸底のプロピレンチューブ(Falcon 2006,Becton Dickinson,Lincoln,NJ)に
添加して振塗培養(37℃,1h)した.振塗培養後,アンピシリンおよびカナマ
イシン含LB平板培地に20plの培養液を塗布し, 37℃, 16h培養した.
1-24-4)リコンビナントタンパク質の発現誘導
1-24-3)後のアンピシリンおよびカナマイシン含LB平板培地から,シング
ルコロニーを滅菌楊枝でかき取り, 1.OmLのアンピシリンおよびカナマイシ
ン含LB液体培地に接種した. 37℃で16hの前培養後,クリーンベンチ内で
培養液を1.5mLのマイクロチューブに移し,そこから950l↓]のアンピシリ
ンおよびカナマイシン含LB液体培地の入った試験管に50l▲1の培養液を接種
した. 1hの本培養後(OD6｡｡-0.5-0.7), 100mM　のIPTG(lsopropyl-β-
thiogalactopyranoside)が最終濃度I mMになるように培養液へ添加(1 0LAl)
し, 37℃, 4hのタンパク質発現誘導をおこなった.誘導終了後,菌体を1.5mL
のマイクロチューブに移して遠心回収し, SDSサンプルBufferでSDS化
(95℃,10min)後,再び遠心し,上溝をサンプルとして回収した.なお,発現
確認のために, SDS-PAGE(分離ゲル濃度14%)に供した後, PVDF膜に転写
したものをHis-Tag特異的Ni-NTA(Nickel-nitrilotriacetic acid) conjugateを
用いてウエスタンプロット法により解析した.
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ト24-5)エピトープ部位を含む抗原ペプチドの電気泳動とウエスタンプロ
ット解析
1-24-4)で得られた抗原ぺプ≠ドを含むサンプルを1 25V定電圧下のSDS-
PAGE(分離ゲル濃度1 4%)に供した後, SEMトPHOR'M (HOEFER SC肥NT肝IC
INSTRUMENTS)を用いて　PVDF　膜(HybondTM-P;amersham Pharmacia
Biotech,Backinghamshire,Eng一and)に転写し, Rapid CBB KANTO(KANTO
CHEMICAL CO.,lNC)で染色(10min)級, 50%メタノールでバックグラウンド
を脱色(10min)した･ PVDF膜は, 100%メタノールで完全に脱色(Smin)し,
TBSIT(0105%Tween20を含むtris-buffered saline,pH8.2)で洗浄(Smin x 1
回)後,ブロッキングバッファー(TBS-T with 1% BSA,1.5% Goat-
serum:Vector Laboratories,lnc･,Burlingame,CA)でブロッキング(4℃,1 4h)
した･ LABO SHAKER(BlO CRAFT)を用いてPVDF膜をTBS-Tでよく洗浄
(Sminx1回)級,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を抗体反応･希釈用バッ
ファー(TBS-T with 0.1% BSA)でl/100に希釈し,一次抗体として反応
(RT,30min)させた･ PVDF膜をTBSTでよく洗浄(Sminx3回)後,抗体反
応･希釈用バッファーで1 /1 ,000に希釈したBjotinyratedanti-rabbitJgG(H+L)
(Vector Laboratories,lnc.,Burringame,CA)を二次抗体として反応
(RT,30mjn)させたI PVDF膜をTBS-Tでよく洗浄(5minx3回)級,抗体反
応･希釈用バッファーで1/300,000に希釈したAlkaline phosphatase-
streptavidin(SIGMA)を反応(室温,30min)させた. PVDF膜をTBS一丁でよく
洗浄(3mjnX 5回)し, ECF(Amersham Pharmacia Biotech,Backinghamshire,
En9land)を用いて反応(Smin)級, Attophos(Ex;440nm,Em; 560nm)香
Molecular lmager Fx(Bio-RadLabリHercules,CA)により検出した.
1-25)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を用いた免疫沈降
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1-25-1)組織由来の細胞抽出物の調製
PBSを入れたPETRI DISH(INA ･ OPTICA,Co.,Ltd)に二枚重ねのガーゼを敷
き,その上で細断した成熟ブタの腸管膜リンパ節を押し潰しながら細胞をP巨s
中に懸濁させ,細胞懸濁液を調整した.細胞懸濁液をPBSで2回遠心洗浄
(5000rpm,4℃,5mjn)後, RIPAバッフ7 -(1% NP-40,0.1% Sodium
Deoxycholate,0.1%　SDS,150mM NaCI,lmM EDTA,0.2mM Sodium
orthovanadate,1 % aprotininを含む1 0mM TrJ'sIHCl,pH7.4)で細胞成分を溶
解(4℃,1 4h)させ, OptimaT" TL UJtracentrifuge(BECKMAN INSTRUMENTS,
lNC･,PALO ALTO,CA)を用いて超遠心分離(50,000rpm,4℃,20min)し,上清
を回収した･回収した上清を透析膜(三光純薬株式会社)により脱塩(16h)後,
凍結乾燥(14h)することにより細胞抽出物を調製した.
ト25-2)免疫沈降
1･SmLマイクロチューブ内で, 1-25-2)で得られた凍結乾燥物1mgを1ml
のPBSに完全に溶解させた.この1.5mLマイクロチューブに抗ブタTLR9
ポリクローナル抗体をl/100希釈になるように添加(10LAl)し,抗体反応
(4℃,2h)させた･さらに, anti-rabbit JgG(Whole molecule)-agarose(SIGMA)
を20p=和え,抗体反応(4℃,2h)させた.抗体反応後,アガロース画分を遠
心(14,000rpm,4℃,30sec)回収し,さらにVORTEX-GENIE 2(Scientific
Jndustrjes)を用いてPBSでよく洗浄(3minx5回)した.洗浄役,アガロース
画分をSDSサンプルバッファーでSDS化(95℃,10min)し,再び遠心した後,
上清をサンプルとして回収した.
1-25-3)免疫沈降産物の電気泳動とウエスタンプロット解析
ト25-2)で得られた抗原ペプチドを含むサンプルを125V定電圧下のSDS-
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PAGE(分離ゲル濃度8%)に供した後, SEMI-PHOR'M (HOEFER SC肥NTlRC
INSTRUMENTS)を用いて　PVDF膜(Hybond'M-P;amersham Pharmacia
Biotech,Backinghamshire,England)に転写し, Rapid CBB KANTO(KANTO
CHEMICAL CO.,lNC)で染色(10min)級, 50%メタノールでバックグラウンド
を脱色(10min)した･ PVDF膜は, 100%メタノールで完全に脱色(5min)し,
TBS一丁(0･05%Tween20を含むtris-buffered saline,pH8.2)で洗浄(Smin x 1
臥)後,ブロッキングバッフ7-(TBS-T with l% BSA,1.5% Goat-
serum:Vector Laboratories,lnc･,Burlingame,CA)でブロッキング(4℃,1 4h)
した･ LABO SHAKER(BJO CRAFT)を用いてPVDF膜をTBS-Tでよく洗浄
(Sminx1回)級,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を抗体反応･希釈用バッ
ファ-(TBST with 0.1% BSA)で1/100に希釈し,一次抗体として反応
(RT,60min)させた･ PVDF膜をTBSTでよく洗浄(5minx3回)級,抗体反
応･希釈用バッファーで1/1,000に希釈したBiotinylated anti-rabbit
l9G(H+L) (Vector Laboratories,lnc.,BurHngame,CA)を二次抗体として反応
(RT,lh)させた･ PVDF膜をTBS-Tでよく洗浄(Sminx3回)級,抗体反応･
希釈用バッファーでl/300,000に希釈したAJkaJine phosphatase-
streptavidin(SIGMA)を反応(RT,30min)させた. PVDF膜をTBSTでよく洗
浄(3minx5回)し, ECF(Amersham Pharmacia Biotech, Backinghamshire,
England)を用いて反応(Smin)後, Attophos(Ex;440nm,Em;560nm)杏
MoJecuJar lmager Fx(BioIRad Lab.,Hercules,CA)により検出した.
1 -26)組織の免疫染色
組織化学全般にわたって,取り扱おうとする組織あるいは細胞は,可能な
限り変質の少ない状態で保存することが求められる.その過程が固定
(fixation)である･固定がよい状態でなければ,その後の組織化学において良
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い結果が期待できる.一方,固定が不良だと以降の操作にどんなに力を入れ
ても良い結果は得られない.そこで, ①目的とする抗原性の保持, ②目的と
する抗原の本来の部位への保持, ③組織の形態の保持,の3点を達成するた
めに,本実験においてはペプチド鎖の抗原の保持に優れているザンボ二液を
固定液として選択し,固定後凍結切片を作製した.
-I-26-1)ザンボ二液の調製
ザンボ二液はピクリン酸とパラホルムアルデヒドを含む中性緩衝固定液で,
凍結,パラフィン用両方可能だが,通常は凍結切片用である[29】.ザンボ二
液の調製法は以下の通りである･イオン交換水100mlあたりピクリン酸1.4g
以上をよく撹拝して溶解させ,一晩放置後,残蓮が残っている状態にする.
この飽和ピクリン酸溶液をFILTER PAPER(2,1 25mm)(ADVANTEC)を用い
て漉過し,漉過した飽和ピクリン酸溶液150mIを調整する(A液).一方,パ
ラホルムアルデヒド20gをイオン交換水100mlに加え,加温･撹拝
(60℃,20min)しながら1Nの水酸化ナトリウムを4-5滴添加して中和･冷
却後, FILTER PAPER(2,1 25mm)(ADVANTEC)を用いて漉過したものをB液
とする･このA液およびB液を全量混合し, 0.1Mリン醸緩衝液(phosphate
buffer,PB,pH7.4)で1Lとし,ザンボ二液を調製した.このように調製した
ザンボニ液は室温で約1年間保存可能である.
1-26-2)ザンボ二液を用いた組織の固定
摘出した成熟ブタおよび初生仔ブタの各種臓器で,特に方向性を有する臓
器(腎臓,骨格筋,十二指腸,回腸,回腸由来バイエル板,下垂体)に関して
は･その方向性を考慮した上で,臓器の挫減を避けながら鋭利な刃物(フェザ
ー替刃)を用いて引き切りをし, 5×5×2mmの組織片とした.一方,特に方
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向性を有しない臓器(心臓,胸腺,肺臓,牌臓,肝臓,腸管膜リンパ節,豚脂,
甲状腺,副腎)に関しても,同様に5×5×2mmの組織片を作製した.これら
組織片を,ザンボ二液中で放置(4℃,1 6h)させて完全に固定した.
ト26-3)組織固定後の洗浄
固定後の洗浄は,凍結切片作製時に形成する氷結晶を小さくするため,ア
ラビアゴムおよびスクロースを加えたPBSで行った.すなわち,固定終了後
の組織片をl% Arabic Gum/8% Sucrose in PBSで洗浄放置(4℃,24h)級,
さらに1%ArabicGum/16% Sucrose in PBSで洗浄放置(4℃,24h)し,固定
液を完全に洗い流した.
1-26-4)組織片の包埋
洗浄後,凍結用包埋剤(TlSSUE TEK OCT compound;Sakura FinetechnicaJ
Co･, Ltd･,Tokyo)を用いて急速凍結した.すなわち,アルミフォイルで作っ
たボートの中に,包埋剤と試料を入れ,直ちにドライアイス･アセトンで急
速凍結した･固定後凍結した組織片は,凍結切片作製まで-80℃ディープフリ
ーザーで保存した,
1-26-5)凍結切片作製
固定後凍結した組織片から,凍結切片作製機(クリオスタット;Leica)を用い
て凍結切片を作製した･すなわち-80℃ディープフリーザーから固定後凍結し
た組織片を取り出し,低温での薄切のためにクリオスタット内で放置(-
20℃･Zh)した･放置後･凍結切片用のディスポーザブル替刃を用いて, 10pm
厚前後の凍結切片を作製し, PLL(Poly-LILysine)coated Micro SJide
G一ass(MATSUNAMI GLASS lnd.,Ltd)に貼付けた.切片貼付後のスライドグラ
-36-
スは,ー切片内の水分をすみやかに蒸発させるために風乾(30min)した.
1 -26-6)蛍光抗体法による組織免疫染色
作製した凍結切片をPBS一丁(0.02% Tween20を含むphosphate-buffered
saline)で振漬洗浄(RT,Zmin)した後,切片をモイスチャーチャンバー内に移
して,ブロッキングバッファ-(TBS-T with l%　BSA,l.5% Goat-
serum:Vector Laboratories,lnc.,Burlingame,CA)を切片にマウントすること
でブロッキング(RT,20min)した.ブロッキング終了後,ブロッキングバッフ
ァーをデカントし,一次抗体として, 1/1,000に希釈した抗ブタTLR9ポリ
クローナル抗体を切片にマウントして抗体反応させた(RT,60min). PBSTで
振漬洗浄(RT,2minx3回)後,二次抗体として, l/1,000に希釈したAlexa
FJuor 488 F(ab' )2 fragment of goat anti-rabbit lgG (H+L)(Morecular
Probes,lnc.,Eugene)を切片にマウントして抗体反応(RT,30min)させた.
PBS一丁で振漬洗浄(RT,ZminX3　回)後, 200,000倍希釈した　SYTOX
orange(MoJecuJar Probes,lncリEugene)を切片にマウントして核染色
(RT,10min)した. PBS一丁で振漬洗浄(RT,2minx3回)級,更にミリq水で洗
浄し, PermaF山o｢M Aqueous Mounting Medium(lMMUNON)を用いてスラ
イドガラスに封入後,共焦点レーザー顕微鏡(B10-RAD)により解析した.
1-26)フローサイトメトリーによる解析
PBSを入れたPETRI DJSH (INA ･ OPTJCA,Co.,Ltd)に二枚重ねのガーゼを
敷き,その上で細断した成熟ブタの各種臓器(十二指腸,空腸,回腸,回腸由
来バイエル板,腸間膜リンパ節および牌臓)を押し遣しながら細胞をPBS中に
懸濁させ,細胞懸濁液を調整した.細胞懸濁液を　PBSで2　回遠心洗浄
(1,500rpm,4℃,5min)級,細胞数をカウントし, 1×105ずつ96well dish
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に播いた･ PBS+10%FCSで1回遠心洗浄(1,000rpm,4℃,Smin)級,一次抗
体として1/100に希釈した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を各クエル20LAl
ずつ加えて懸濁し,抗体反応(4℃,60min)させた. P巨s+10%FCSで2回遠心
洗浄(1,000rpm,4℃,5min)級,二次抗体として, 1/200に希釈したAJexa
Ffuor 488 F(ab')2 fragment of goat anti-rabbit lgG (H+L)(Molecular
Probes,lnc.,Eugene)を各ウェル20pIずつ加えて懸濁し,抗体反応
(4℃,30mjn)させた･ PBS+1 0%FCSで3回遠心洗浄(1 ,000rpm,4℃,5min)級,
ナイロンメッシュを通しながらシースー液に懸濁し, FACSCaliburM(BECTON
DICKINSON)で解析した.
ト27)遺伝子導入細胞
ヒト胎児腎細胞(Human primary embryonal kidney ce"S; HEK293T),お
よびチャイニーズハムスター卵巣細胞(Chinese hamster ovary ceHs; CHO K-
1細胞)は東北大学加齢医学研究所癌細胞保存施設(TKG)より譲受した.
ぬr-20叫n
HEK297r c dls
瓦r-20トIm
CHO K-l eels
ト28)遺伝子発現ベクター(晴乳類細胞)
本実験において用いたpcDNA3ベクター(5.4kb)(lnvitrogen)はタンパク質
高発現用CMV (cytomegarovirus)プロモーターをもつ遺伝子発現ベクター
である.
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1-29)プライマー設計
pcDNA3ベクターのマルチクローニングサイトにブタTLR9遺伝子を組み
込むため,制限酵素サイト右付加したブタTLR9 0RF用のプライマーを設計
した･ブタTLR9 0RF領域に切断部位を持たないような, pcDNA3ベクター
のマルチクローニングサイトの制限酵素サイトを検索した結果, HI'nd"[と
βamH lを制限酵素として採用した.また, Fon〟ardプライマーにはブタTLR9
のシグナルペプチド領域を除き,ブタTLR9のN末側にはKOZAKコンセン
サス配列(開始コドンを含む)とそれに続くFLAG-Tdg配列を付加した. HI'nd
"[とBamH lサイトはそれぞれForwardとReverseプライマーの5-末端に付
加した.
1-30)遺伝子導入プラスミドの調製
1-30-1) PCR法によるpcDNA3プラスミドに導入するDNAの増幅
ブタTLR9 0RFを含むpGEM一丁-Easyベクターをテンプレートに2-4)で設
計したプライマーを用いてPCRを行い,制限酵素サイト, KOZAKコンセンサ
ス配列,およびFLAG-Tag配列を付加したブタTLR9 0RFDNAを増幅した.
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Buffer組成および反応条件
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1-30-2)制限酵素処理
ト24-1)で得られたPCR産物および遺伝子発現ベクターPCDNA3を制限酵
素HI'ndHとBamH lにて処理した.
1401
Buffer組成および反応条件
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1 -30-3) Ligation&Transformatjon&プラスミド抽出
1-24-2)より得られた制限酵素処理済みKOZAKコンセンサス配列,および
FLAG-Tag配列を付加したブタTLR9　0RF DNAおよびpcDNA3ベクターに
LigationおよびJMl09コンビテントセルにトランスフォーメーションし,
プラスミドを抽出した.
1-30-4)制限酵素処理によるインサートチェック
1-30-3)にて得られたプラスミド(pcDNA3-KOZAK-FLAG tag-ブタTLR9)
を再び制限酵素HindlllとBamH lで処理し,アガロース電気泳動に供し,約
5.4kbと約3.1kbのサイズにバンドが観られることを確認した.
1-31)抗生物質G418二硫酸塩の最適濃度検定
6weJI DishマルチプレートにG418ニ硫酸塩を0.5mg/mL 0.8mg/mL,
-41 -
1･0mg/mL, 1･2m9/mL, 1.5mg/mL, 2.0m9/mLに10%FCS添加D-HEM
で希釈した培地に懸濁した2×104個/wellのコントロール細胞を播いた.そ
の後1週間以内に全滅する最低濃度をトランスフェクタントのセレクション最
適濃度とした.
l-32) Transfectjon(リボフェクション法)
一日日:HEK293T細胞およびCHO K-l細胞を3cm Dishに4×105個播
き, 37℃, 5%CO2条件下で一晩培養した.
二日目:リボフェクタミン(Invitrogen)10LAJを　OPTl-MEM　培地
(lnvitrogen)200p=こ混合した溶液とブタTLR9遺伝子を導入した発現ベクタ
ー(PCDNA3+swine TLR9) 1 LLgを溶解したOPTI-MEM培地(Jnvitrogen)200BAl
をよく混ぜ合わせエツペンに回収した(20-30min,室温放置,この間に細胞
のDishをOPTトMEMで3回洗う). OPTトMEMを1.6mL加え, tota一 ZmLと
し細胞のDishに加えた(4h, 37℃, 5%COZ). D-MEN, 20%FCSをZmL添加
し(Final 1 0%FCS)一晩培養した.
三日目:リボフェクタミン添加後, 24時間後にDishをPBSで洗浄し, 3mL
D-MEN, 10%FCSに置換した.
四日目:細胞を10cmDishに播き直した.
六日目:セレクション用の抗生物質, G418ニ硫酸塩を1.0mg/mL添加し
た･概ねセレクション開始から3日後くらいからG418に耐性を持たない細
胞,すなわちトランスフ工クタント以外の細胞が死に始め,残った細胞が1×
105個くらいに増えた段階でce" sortingした(セレクション開始からおよそ
1週間後) ･なお,発現ベクターPCDNA3のみを導入した細胞をコントロー
ルとした.
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1-33)セルソーティング
東京大学医学部分子予防医学研究室のcell so什in9　システム
(BECKMANCOULTER社EPICS)を借用し,発現ベクター由来のFLAG-Ta9
を発現している紳胞をpositivecellsとして選抜し,回収した.
ト34)導入細胞系におけるブタTLR9遺伝子発現解析
1-34-1) RT-PCR法による発現解析
107個のコントロールHEK293T細胞(293Tcontrol),コントロールCHO
K-1細胞(CHO K-1controりおよびブタTLR9遺伝子トランスフェクタント
HEK293T細胞(293T celtssTLR9trans ),トランスフェクタントCHO K-1(CHO
K-l sTLR9trans)より第三章2-3)の方法によLJ Tota一 RNAを抽出し, OIigo-dT
adapter primerを用いてcDNAを合成した.そのcDNAをtemplateとして
humanTLR9特異的プライマー, humanGAPDH特異的プライマーとswine
TLR9特異的プライマーを用いて, RT-PCR法により発現解析を行った.
1-34-2)フローサイトメトリーによる解析
293Tcontrol,および293T sTLR9transを1 ×105個ずつ96well Dishに播き,
P巨s+5%FCSで2回遠心洗浄後, 1次抗体として100倍希釈Anti-FLAG MS
mouse lgGl monocfonal antibody (SIGMA)およびAnti-swine TLR9 rabbit
JgG polycJonal antibody; 50LALに懸濁し, 4℃で1hour処理した.
P巨s+5%FCSで2回遠心洗浄後, 2次抗体として200倍希釈のAnti-mouse
lgG1-Per CP(日本ベクトンディッキンソン株式会社)とAnti-rabbit lgG1-
ALexa488(MolecuJarprobes); 50pLに懸濁し, 4℃で30min処理した. PBS
で3回遠心洗浄後,ナイロンメッシュを通しながらシースー液に懸濁し,解
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析した. CHO K-1controlとCHO K-lsTLR9 trans　では一次抗体としてBiotin
conjugated-FLAG M2mouse lgGl monoclonal antibody(SIGMA),二次抗体
としてStreptavidin-PEを用いた. (Anti-swine TLR9 rabbit lgG polyclonal
antibodyを用いた場合は同様)
1-3413)レーザー顕微鏡による解析
293T, CHO K-1controlおよび293TsTLR9trans , CHOK-1sTLR9transを1 ×104
個ずつコラーゲンtype J %コ-トしたDiskに播き, -晩培養(37℃,5%COZ)
級, -20℃冷アセトンにて固定した(-20℃, 20min).アセトンをドライヤー
で完全に乾燥し, 24we" Djshに移し, PBSでSmin, 2回洗浄後,0.1%BSA/PBS
でブロッキングした(4℃, 60min). PBSでSmin, 2回洗浄後,一次抗体とし
て100倍希釈のAnti-FLAG MZ biotin抗体100LILを添加し, 4℃, 60min反
応させた.次に, PBSで5mjn, 2回洗浄後, 2次抗体として200倍希釈の
Anti-mouse 19GI streptavidin PE-CySを添加し, 4℃, 30min染色した. P巨s
で5min, 3回洗浄後, 200,000倍希釈SYTOX orange(Molecular Probes社)
で核染色(4℃, 10min)した. PBSでSmin, 3回洗浄後,更にミリq水で洗浄
し, PERMAFLUORを用いてスライドガラスに封入した後,共焦点レーザー顕
微鏡(B10-RAD)により解析した.
1 -35) CpG orjgo nucleotide(CpG ODN)配列
今まで報告されているCpG研究により見出されたCpG2006 (ヒト免疫細
胞を強く活性化する) , CpG1826 (マウス免疫細胞を強く活性化する) ,
CpG1840 (ヒト免疫細胞の活性化が弱い) , non CpG2041 (CpG配列を持
たない免疫細胞活性化能がない) ,また当研究室で見出している乳酸菌免疫賦
活化DNA, HuST (TCGT配列(ヒト型CpG配列)を持つStreptococcus由
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来DNA) , HuLG (TCGT配列(ヒト型CpG配列)を持つLactobacI'/Iusgasseri
由来DNA) , HuLB (TCGT配列を持つLactobacI'/lusbulgaricus由来DNA) ,
MsSTl1 (ACGT配列(マウス型CpG配列)を持つStreptococcus由来DNA) ,
OLLB-7 (ACGT配列(マウス型CpG配列)を持つLactobaciI/us bulgan'cus由
来DNA) , AT5AC-L (ATおよびAC配列を多く持つLactobacI'/Ius gasseri
JCM1131'由来DNA) , TCGT-B40 (TCGT配列(ヒト型CpG配列)を持つ
上actobacI'l/us bulgarjcus由来DNA) , Lipopolysaccarides(LPS)(negative
control).
DNA motif name…Sequence
CpG 2006
CpG 1826
CpG 1840
nonCpG 20-
HuST
HuLG
HuLB
MsST-1
0LLB-7
ATAC-L
TCGT-B40
TCGTCGTTTrG TCG TTTTGTCGT T
TCCA TG ACGTT(:CTGA CGTT
TCCA TGTCGT TCCTGT CGT T
CTGG T CrTTCTGGTTTTTTTCT GG
TATCGTCTTTGCA GATCGTA
G AAAAG GCr GTCG TTTTAGA
ACTCGAT CGT CCTGGA AAAT
〔AG GACGT TGTATCACT GAA
CGGCA CG CTCACGATT CT TG
TATAATTmACCAACTA GC
AGCAGTCG TGGTCGTGTAGC
1-35) CpG ODNの取り込み解析
1-35-1)フローサイトメトリーによる解析
コントロール細胞およびトランスフェクタント細胞を1×105個ずつ96well
Dishに播き, PBS+5%FCSで2回遠心洗浄後, FJTC-CpG ODNSLAMおよび
FlTC-LPS 20pg/mLの濃度で細胞に懸濁した(37℃, 1 hour). 5%FCS添加PBS
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で3回遠心洗浄後1 00倍希釈Biotin conjugated-Anti-FLAG MZ mouse lgGl
monoclonaJ antibody(50BAL)を4℃で1 hour処理した. PBS+5%FCSで2回
遠心洗浄後, 2次抗体として200倍希釈のStreptavidein-PE (50BAL)を4℃
で30min処理した. PBSで3回遠心洗浄後,ナイロンメッシュを通しながら
シースー液に懸濁し,取り込み解析を行った.
ト35-2)レーザー顕微鏡による解析
コントロールおよびトランスフェクタントを1×104個ずつコラーゲンtype
lをコ-卜したDiskに播き,一晩培養(37℃, 5%COZ)級, PBSに懸濁した
CpG DNAおよびLPSをDishに添加した(37℃, 1hour).反応後-20℃冷ア
セトンで固定(-20℃, 20min)し, Diskを完全に鳳乾した. 24 well Dishに移
し, PBSでSmin, 2回洗浄後, 0.1%BSA/PBSでブロッキングした(4℃,
60min). PBSでSmin, 2回洗浄後,一次抗体として100倍希釈のAntトFLAG
M2 biotin抗体100LALを添加し4℃, 60min反応させた. PBSでSmin, 2回
洗浄役, 2次抗体として200倍希釈のAnti-mouselgGI streptavidin PE-Cy5
を添加し, 4℃, 30min染色した. PBSで5min, 3回洗浄後, 200,000倍希
釈SYTOX orange(Molecular Probes社)で核染色(4℃, 10min)した. PBSで
5min, 3回洗浄後,更にミリq水で洗浄し, PERMA FLUORを用いてスライ
ドガラスに封入した後,共焦点レーザー顕微鏡(B10-RAD)により解析した.
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2.結果
Zll)ブタTLR9特異的プラ/ィマーの設計
TLR9は現在までに,ヒト,マウスおよびネコにおいてクローニングがなさ
れており,その塩基配列およびアミノ酸配列が公開されている.
GenBank/EMBLのデータベースよりこれらの配列を入手し, GENETYX-SV/RC
-Ver.ll.0.3.1によりアライメント解析を行なった結果,両者とも比較的C末
側,特にTIRドメインにおける相同性が高かった.これらの領域で特に,ヒト,
マウス間で相同性の高い部分よりプライマーを設計した.プライマーはGC含
量が50%, 7ニーリング温度が55℃～60℃になるような20-30merの塩
基配列とした.
Primer sequences used in sTLR9 gene doning
sTLR9 gene cloming primer
sTLR9(230 I -2775)
sTLR9( I 708-2347)
sTLR9( 1 057- I 727)
sTLR9( 1 40- 1 089)
sTLR9(5限ACE. CDM synthesized )
sTLR9(5TRACE 1 st nested PCR)
sTLR9(57RACE 2nd nested PCR)
sTLR9PTRACE, cmA synthesized)
sTLR9PTRACE, PCR)
sTLR9(ORF doni ng primer)
Fbrward primer
CAACCTGAAAGmAGACG
AGCrACAACAGmm
CTGCmGmCCrGT
CTGCCrrCCrACCCTGTGA
*5MCE AbridgedAmhor Primer
Abridged UniversalAmplification Priml
mCAGCCmACCAGGGTGmCCCTOCACC
Reverse pnmer
Gm AGTTCCmATAG
AGmGTmGAGGGTr
AAGm mGTrGTAGCT
G GT ATT GAAGGACAGm
GCAGTTCCAmAGGTT GA
ACGAAGT CAGAGTCGTGCAA
AGGAAGAGCCAGTTGCAGTT
*01igoJm17 Adaptor Pher
Lbridgcd UniversaIAmplification Primer
:ATTCGmGT GTGGGGCCCCG G (
*51RACE AbridgcdAnchor Primer, Abddged UniversalAmplificadon himer and Oligo-d(T)17 Adaptor PHmer were ptJrChased
from lnvitrogen Corp., Carlsbad, CA USA.
2-2)ブタTLR9 cDNA塩基配列の決定
ブタ回腸由来バイエル板より抽出したmRNAをテンプレートとして各種プ
ライマーによりRT-PCRを行い,得られたブタTLR9cDNAフラグメントを組
み合わせることで, cDNA全塩基配列を決定した.その結果, 1,030のアミ
ノ酸残基(MW;1 15.9kDa)をコードする3,093bpのORFを含む3,329bのブ
タTLR9 cDNA塩基配列を決定することができた
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- 54　AGCTGCGG〔〔〔GGTmG⊂⊂AGCCAGACCCTTTGGAGAAGAC〔〔〔AmCCTm
l◎　　　　29　　　　3B　　　　40　　　　58　　　　6CI
ATGGGC〔〔⊂〔GCTGCACC〔TG〔AC〔⊂〔〔TTTCT【TCCltGTG〔AGGTGACAGCGCTGG〔T
M G P A 〔 T L H P L S L L V Q V T A L A
花　　　　組　　　　98　　1的　　1 1¢　　1 ～匂
G〔GAm∝〔〔AGGG〔AGGCTGCClti〔mCTGC〔m¶艦1て〔AGCCS〔ACGG〔
A T L A Q G 氏 L P A F L P　⊂　E L Q P H G
1 3eI　　　14◎　　　1 59　　　16¢　　　1 7珍　　　180
〔TGGIWTGCAACTGG〔TClT∝TMTC〔Glも〔〔〔〔AlTTCTCGG【GG〔AGC∝〔〔
L V ～ 〔 N ～ L F L K ～ V P H F S A A A P
19砂　　　～紛　　　211〉　　　228　　　2 30　　　240
⊂GGGCCAACGT〔AC〔AGC〔Tm〔TTAC TUC〔AAC〔GCATC〔AC⊂虻TTGCACGACTCT
R A ～ V T S L i L L S N 良 I H H L H D i
ZSB Z馳　　　275　　　2馳　　　29匂　　　3的
GAETTCGTC〔AE〔TGIT〔AGCCTACGAAmltAACCTCAAGTGGAACTGC〔〔∝⊂∝にT
D F V H L S ～ L 冗 T L ～ L K　吋　N 〔 I P A
3 10　　　3ZB　　　】38　　　∋40　　〕 SCI　　　360
(苅〔〔TCAG〔〔〔〔ATGCAm〔⊂CTG〔〔ACATGAE〔ATCGAGC〔〔AACAC〔TTCCⅧ〔〔
G L i P M H F P　⊂　H M T I E I ～ T F L A
3 7B　　　380　　　39⑦　　　聯　　　418　　　428
GTm〔⊂TGGAGGAGCTGAAECTGAGCTACAACAGCATCACGAC〔GTG〔〔TEX:〔〔TG
V P T L E E L ～ L i Y N　～ I T T V P A L
43◎　　　44CI　　　450　　　460　　　47CI　　　488
〔〔〔GACTC〔CltGTm〔CTGTCG〔ltiAGC〔GCAKAAEATCCTGGTmAGAC⊂〔〔AC〔
P D i L V S L i L ～ R T ～ I L V L D P T
棚　　　508　　　51CJ 5 ～0　　　5 38　　　548
CAC〔TCAmCUACATGC〔〔T∝∝TAC〔TGTKATGGATGGCAAm3CTAETAEAAG
H L T G L H A L R Y L Y M D G N　⊂　Y Y K
5 59　　　56◎　　　5 7砂　　　5 8E)　　590　　　690
AAC〔CCITiC〔AGGGGG〔GCTGGAGGIGGTGC〔GGGTG〔〔CTCCTCGG〔mGGCAACCTE
N I 〔 Q G A i E V V P G A L L G L G N L
6 10　　　620　　　6 3D　　　640　　　650　　　6的
ACACATCITTEACTCAAGTAEAACAATCT〔疋GGAGGTG〔⊂C〔∝AGCCTK〔〔⊂〔〔AGC
T H L　～　L K Y ～ ～ L T E V P 氏 S L P P ～
6乃　　　6 8◎　　　698　　　780　　　71匂　　　728
〔TGGAGAE〔CITKlm〔TA⊂AACCACATTGTrAE〔Clt;AC∝〔TGJGGA〔〔TGGC〔
L E T L L L　～　Y N H I V T L T P E D L A
73B　　　740　　　759　　　758　　　77B　　　7診
AATCTGACT∝〔〔TにGCGTGmTGTmGGGAAmGC〔Gm⊂ATG〔〔
N L T A i R V i D V G G N C R A C D H A
79B　　　8肋　　　8 18　　　820　　　1 30　　　840
〔∝AAC〔〔CTGCmGGAGT∝⊂〔AAAGGAOX〔〔CAAGCTG〔ACTmACAC〔TTCAG⊂
A N P 〔 Ft E 〔 P K D H P k L H　～　D T F ～
8 50　　　36CI　　　87g　　　‡鞄　　　的匂　　　980
⊂AE⊂lt;AG〔〔G⊂〔TCGA貼Ⅸ:mGTGTm仙町TCltTCTALAAE〔TGGACG〔〔
H L i Ft L E 6 L V L K D i ～ L Y ～ L D A
9 10　　　9Z8　　　939　　　948　　　9 58　　　968
AGGTGGITC〔GAGGCClt;GACAGG〔TCCAAGTG〔TGGACCTGAGTGAGAACTTCCT〔TAC
R yf F ft G L D R L Q V L D L　～　E ～ F L Y
9 78　　　988　　　999　　1㈱　　1匂18　　1匂ZB
GAET∝ATCAC〔AAGACCAEGG〔〔TT〔〔堀GCCTGG∝〔GAEITrG⊂AAGCTCAAC〔TG
D ( I T K T T A F Q G L A A L A K L ～ L
le 30　　1糾CI le50　　1060　　1匂7QI lo駒
T〔〔lTCAATTAC〔AMTGTCCTnGCC〔ACCTGCAC〔TGGCAC〔mTTTIGGG
i F ～ Y H K 冗 V i F A H L H L A P i F G
I的0　　1 1的　　111el 1 1 ～8　　1 1 38　　1 148
〔AC⊂TC〔GGTC【〔TMG姫〔TGGACATKATGGCATET花TTC〔G〔TCG〔TCAG TGAG
H L R ～ L K E L D M H 【i I F F 冗 ; L i ≡
1150　　1160　　117B l189　　119E)　12的
疋⊂AEG⊂丁⊂⊂AAE〔ltTGGTC〔AAEⅧ〔〔TAITmCAGAC⊂⊂TErGCCTG〔AGATGAA【二
T T L q P L V a L P M L Q T L R L Q M ～
l～lla lZZ¢　　1139　　124¢　　125匂　　125◎
TTCATTAAC〔AGG〔CCAG〔ⅧAT⊂TlmGGG〔〔TTCC〔Ⅷ〔Clti〔TGTACGTGGAE
F I rl a A q L i I F G A F P G L L Y V D
I Z 7D 1 Z釣　　129◎　　1 3的　　1318　　1 】ZO
⊂TATEGGA⊂AAC〔G〔AltAGCGGAGCTEl〔AAGG〔CAm∝〔ATTAETAGGGAGGTGGAT
L　～　D ～ R　王　～　G A A R P V A I T A E V D
1 3 39　　1 348　　1 359　　1 36CI　　1 3 70　　1 〕30
GGTAGGGAGAGGGTCltG〔TG⊂⊂TT〔CAGGAAC〔TCGCTC〔ACGT⊂〔ACTGGACAETm
G R E R V W L P i R ～ L A P FZ P L D T L
1 390　　1峨　　14 18　　142㊤　　14 38　　144◎
〔G〔 TMAGGACITATG〔〔AAACTG〔AAal⊂〔 TT〔AEllT⊂AC〔TTGGAECTm⊂TCGG
氏 i E D F M P ～ 〔 K A F=　S F T L D L S a
145CI　　1460　　147b　　14物　　14的　　1知
AACAAC〔TGGTGACAAIT〔AGTCGGAGATmCITGCCTmG〔CltGAGTGCClt
N ～ L V T I Q i E M F A R L　～　R L E 〔 L
1 5 10　　1 5Z勿　　1 5 39　　1 548　　1550　　1560
(GT⊂TGAEi〔〔ACAACAGCATC TE〔〔AG∝GGTCAAITKiCTCTCAGTTTGTG〔〔GCTGACC
R L　～　H ～ i I i Q A V N G i Q F V P L T
1575　　15 8CI　　1590　　160CI　　1618　　162匂
A 〔T CGGGTG〔TG ACCTGTC〔〔ACAACAAGCTuACCTGTATCAEGGG〔GCltGTTC
S L a V L D L i H ～ K L D L Y H G R i F=
1630　　164匂　　1650　　1669　　167匂　　16Zl匂
ACGGAG:m 〔GC CTGGAAGCACTGGAEETCAGCTACAACAGC〔AGC〔m⊂ATG
T E L P R L E A L D L S Y ～ i Q P F T M
169¢　　1790　　171◎　　1 72匂　　1 739　　1 748
〔AGG TGⅦ〔⊂瓜AAE〔TCAG〔TTtGTGGCC〔AGClt3〔〔⊂∝∝T∝G⊂TAC〔TuG〔
Q G V G H N L i F V A q L P A L R Y L ;
1750　　1 760　　1779　　1 780　　1 799　　1 8的
〔 TGGCGCACA T ATC〔ATA∝〔GAGTGTCCCAGCAGmTGTAGCG〔〔TmTG〔
L A H N D I i 良 V i q q L 〔 i A i L 〔
1 81◎　　1820　　1 839　　1 840　　185⑦　　1 860
G〔〔〔 mAG〔GG AACGATCTGAG〔亡GGATm∝TGAGGGAGACCTCTATm
A L a F i G N D L　～　R M YV A E G D L Y L
187ta　　1%紛　　1898　　1湘　　191¢　　192匂
Gm【AAGG〔CTAAGAAGC〔TAGTUG∝TGGAC〔TGTC⊂〔AGAAECAC〔TG〔Al
R F F q G L R i L V W L.D L i Q ～ H L H
l930　　1940　　1958　　196g　　1970　　19舶
疋〔CTmCAEGIG∝CITiGACAAE⊂TC〔OMmAAGCATCⅦ〔AT⊂TtCGT
T L L P R A L D rl L P K ～ L K H L H L 良
1999　　　2的8　　　2匂10　　　2920　　　2C)38　　　204e
GAEAATAA CT∝〔TTmAACTGGAGC瓜〔〔TGAC〔CTCCTGC【〔AAmGAAAC⊂
D N N L A F F ～ W ～ S L T L L P K L E T
2650　　　～868　　　Zb75　　　28的　　　Z的匂　　　2 18色
⊂TGGAmG〔TGGAAAC〔AG〔TG AG∝〔CTAAGWTuCAG〔CTGC〔AITTGGCAC〔
L L A G ～ Q L K A L S N G i L P i G T
ZllCI　　21ZO Z13匂　　　2140　　　215匂　　　2 le匂
〔AGCTGCGGAGG〔TGGAC〔TCAGITiGCAACAGCATrG∝TTTGTGAA:〔mGCTTtTIT
Q L 氏 R L D L i G ～ i I G F V ～ P (i F F
21 78　　　21‡0　　　2190　　　22的　　　221⑦　　　22 28
G 〔〔TGG⊂⊂〟石〔AGITAGAAZiAG〔TCAAC⊂ T⊂AG〔G〔〔AAT∝〔CTWTt36AG
A L A K Q L E E L N L S A ～ A L K T V E
Z230　　　224匂　　　225匂　　　228匂　　　2279　　　22的
〔〔〔TEmTITGG〔TCGATGGTGGGCAAC⊂TGAAAGlt⊂TAGACGTGAG〔GC〔AACC〔 T
P i W F G i ～ V G ～ L K V L D V S A ～ P
Z298　　　23的　　　231¢　　　232匂　　　2330　　　2340
〔TGCAm∝CTmG G GACmGTGGmCTG〔ltnAGGTACmCTG⊂CGTG
L H 〔 A 〔 G A T F V G F L L E V q A A V
235 　　2;68　　　237b　　　23苫8　　　2398　　　24的
〔mGGCTG〔 〔蝿〔( CmAAGTGTGG〔AGTCCGGGG〔AG〔lT〔AGGG⊂〔ATAGCATC
P 伝 L P ; R V K　⊂　G i P G Q L q G H S　工
2418　　　242秒　　　2438　　　2440　　　2458　　　2469
Tm∝(にAAG ECTGCG〔CltT∝(TGGATGAGAC〔〔TmCGTGG虻TGTITIGGCATC
F A Q D L R  〔 L D E T L S　れ　rJ 〔 F G I
Z478　　　Z4的　　‡49匂　　　2 500　　　～5 1匂　　　2 528
TCGCT∝TG C〔 TGG C〔TGGGC⊂TGGTTGTGCC〔ATGCTIGCAlCAC〔TmG∝TGG
S L L A M A L G L V V P M L H H L　⊂　G　判
2530　　　2548　　　25知　　　2568　　　2575　　　25駒
GAE〔TCTGGTAm 7mAC⊂llGTGCCTGGCCTGG〔TGC⊂⊂〔疋CG妬GGCAG〔GG〔GG
D L ～ Y C F H L 〔 L A W L P H 冗 G a R R
2590　　　268C)　　26 10　　　262匂　　　2638　　　264Q
GKG AGACG 〔〔TGT C ATGAT∝〔TTCGTGGTtTTTGAuAAG〔TCAGAGTIG〔TGTG
G A D A L F Y D A F V V F D K A q ら A V
265匂　　　～66匂　　　Z679　　　～680　　　269匂　　　Z殉匂
∝ GACTGGGTGT CAACGAEj〔11⊂GGGTGCAg: lTiGAGGAK∝⊂GlでG∝∝【∝∝A
A D　押　V Y ～ E L R V Q L E ≡ R A G 氏 R A
Z71CI Z7ZO Z738　　　Z7咽　　　Z75e Z758
CIT)〔 mTG〔〔TGGAGGAGCGAGACⅧmACmGCmGCltTTCGAGAAC〔lTi
L 良 L 〔 L 【 E R D YI L P 6 K T L F E ～ L
2778　　　2778　　　2 75匂　　　2剛　　　2818　　　28 28
TGGCC〔 CAGTCTACJu〔GCAAGACC〔 TmTG〔TGGCC〔ACACGGACCGTGTC
W A　～　y Y ～ S R k T L F V L A H T D R V
1 8 3Za　　　284匂　　　2359　　　2858　　　28乃　　　～888
AG〔GGCmTTG〔GTEi〔〔AGTTTC〔Tm〔〔⊂AE3⊂AG〔GCCIT;〔TGGAGGAC〔GCAAG
～　G L L R A S F L L A q a A L L E D 良 K
Z89CI　　　29的　　　291¢　　　Z92匂　　　2938　　　294CI
GACGITGT妬TG〔TGGluTtCTGC∝〔〔〔GATGCCT疋〔GCTC〔〔GCTAEGTG⊂GGCTG
D V V V L V I L R P D A Y 氏 5 fZ Y V 良 L
2950　　　2960　　　29 79　　　29約　　　29知　　　識拍
〔GC〔AG〔GCCltTG〔⊂GC【AbAGTGltmC〔 TCTGG⊂〔〔CAE〔AG〔〔〔(GITiGG〔ALiGG〔
a Q 冗 〔 R q ～ V L L Yy P H Q P R G q G
301◎　　　3028　　　3匂沖　　　3帥　　　3050　　　3058
AGmⅧG ⊂CAGCITiGGCACAG〔〔mAECAGGGAlAAC〔G〔(AmTATAA:CGG
; F ～ A Q L G T A L T R D N 冗 H F Y N a
3870　 　3◎8匂　　　3舶8　　　3 1(狩
AACTTCTK〔GG G〔 CAD AGCCGAATAG
～ F 〔 FZ G T T A E JI
〔ACTGAGTGACA∝〔CAmCC〔(瓜〔⊂〔〔〔CTGGATWG〔〔TCTCT∝C T∝GT∝(〔
〔AACm〔TllTi〔TCAG⊂〔ACAECACTGCTCTGCTCCCTmC〔〔AC〔〔〔AC〔⊂〔〔〔AG
〔〔TGGCATGTAACATGT∝〔〔AATAAATG〔TAC〔GGAGG⊂〔AAG〔.･h-ATAAA_AT^TATAlA.AT^TATA_A,
AA　+182
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sNLn2　1 PtP一旺T･uf)LSLLVQmLAATLAQGRLPAFLPCEL叩LyhK3JyELFLKSVPHFi払　58　　sMne　53日SFTELPRLEALDLSYNSqPFTb耶≠LiFVACLPALRYLiL㈹DISRVSq3L〔SA　597
hLmn l帖F-〔R汎肝LSLLVPI札AMTL札GTLPAFLPCEL耶LVN訓札FLK～VPHF淋　59　huⅧ∩　539日SFTELP札EALDLSYNSQPF岬伯即iFVAHLRTLRHLSL州かSWSgZLCST　5朋
muse 1 WLRRRT-uf'LSLLVQAAyt･AETLAiGTLPAFLPCELKPqLⅦ⊂肌FLkSyPRF～AA　59　　mse　540 KSFSELPqLQALDLGYNSQPFimI帥FSFVAZiL汎H～L～LAHNDⅣrRySSHLr,SN　599
⊂8t l岬-〔雌し押しSLLVQAAAL仙札榔TLPAFLP〔fLQ純LVNCD札FLkSVPHFSA4　59　　⊂8t　539 RSFTELPRLfALDLSYNSQPF叩Ⅶ札iFVAqLPALRYLSL月1NDDISRVf.glL【SA　598
■●●●■●●●◆　◆●　●●●●◆■●●●●●●　■■●●■●■■●●●●●●●●　　　　　　　　　　　　　▲●-●●●●■●●●▲●■●●　●●■●●…■●　■　●●●…●●●　●●　■●
S7ri rLe　　59 jPRANVTiLSL LStJR王HHLFl)SDFWLSSLRTulLK耶口甲AGLSP741FPO8TTIEPrlTF
hLmn　馳APRGNVTSLSLiSTIR王糾し和SDFAHLPiLmLNLmLSPMIFmTrIEPiTF
FrdluSe　馳ASlSNmLSLI帥RZHlL㈹SDFWLSNLRQLrlLKYmLSPLHFかmEPRTF
〔ot　　68 APRGNVTSLSLYSrgR:I引Lrt)SDFVHLSSL閥LrJL榊N〔PPASLSPPHFP帥lrIEPHTF
+　　+　4　+4r VtDO+fOf　+I+　44　++　++r++*+++　fr+　++　+*+44++　++
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hwE)r) 360 FGlLV札KELOM･K汀FFRiLDmTPLAFEL恥LQTLRLQ帆Fl昭和LGIFRAFPCLRY　4
rqlJSe　36B FKNLVSLQEL仙I屯JFFRiU∝YTL糾LADLPKuTLHLq帆FthQqLllFGTFRAl.RF　ヰ
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38　　帥Ine　718 GFFALAKQLEELNLih441m～肝658hLGNLMVS朋'LKACGATFVGFLLEVQ
3g humqn　71g GFFSKAKELだ NLSANALKTVDl珊P LASALqILDVSA+NPLHCACGAAFⅦFLL Eve
39　　mMe　720 AFFAu咋LKEⅦLS㈹エLmRS肝GF'ⅠⅥ利LTVLDVRSNPU{ACGAAFVDLLLEVQ
39　【 ot　　719 i FFA AT札PL≡LNLS舟仏LKIVEP5肝GSLAGTLRVLDVTGNPLHCACGAAFⅦFLLEVQ
H　+　++tt4+++47　Y+++　　　+　++' ++MJ+++'4　++..+
98　　svrt柁　778 AAyPGLPS棚疋GSPGQLQGHSIFJQPLRL〔u)mSYKFGISLL外軌LGL帆tflL
99　　hLPTdn　?乃AAVPGLPSRud:GSPGQLQGLSIFAPL札〔LDEAL SYKFALSLLAVAi.G LG珊｣肘L
gg qLLSe　78B TKWL脚rGl喝LQGRirFAQPLRL⊂u)FJL細∝FGLiLLAVAtdMエLHHL
99　　mt　　779 AAtmLPGHVKGSPqLQGRilFAQDLRLこu)E丸SqEKFGL ～LL TVALGLAyFRrML
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59　　h LZTW　8乃〔GN)LYY:FtlLCLAFfLP峨qSGRDEDALPYDAFWFPqf^VADWYfJELRGQLEEC　898
59　　巾U写e BAO 〔卿にRILCL HLP LA只SRRSAQA･LPYDAFVVFPく句iAVADqVYNELFZVRLEG辞　898
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9　　hLqrK)n　羽やRG触L札〔L≡モ切札牧TLFENLVuSVYG;mFyLm糾SGLL払SFLLqQRL
9　　rrt)use　399 RGRRAL札【L皿FD咽TLF臥YnSIYGimFYLAHltIRVSSLLqTSFLLAqQRL
9　　⊂o t　　897 RGRRAL札【LEEFDRPGm F凱暇iyYSi帆FVLAHlt)RVSGL L払汎L職札
sn ne　419 VDLSDNRエiGAAJFVAmEVEX;RIEWS恥LmPumRiEDFHWiFTLO　477　svrLne gSB LE)mQyWLⅥL肌払▼RSR仰LRQRL〔qmLqPRGQ:SFqLGTAⅧ?1R
hLmn　4ZO VDLSENRエSGASELTAT脈だ杭･EKⅥ札叩LAPAPVDITIiSEDF好はimFTLD　47葛　hlJnn　959 LED帆ⅥLSPtXiRRSRYyRRqRL〔RQSVLLqPSGQRSFqL汎TRDW
rtqNSe　4ZD VDLSJnRISGPmSEAmEADDAEQEELLimAPLiTPA油FNDRCKNFKFTND　479　rnnJSe　959 LED臥即〃1･ⅥLFWR～RYVRRQRL〔RQSVLF耶叫し～TALTRDllR
⊂ロt　4ZO VDLSJ}lRISGLPELAAATG【収氾-ERVRLPSQ)LAL耶1pSiEGFm(XTumD　478　【ot　957 LEDFW柵LVlL㈹AHRSRYVRL榔LCRQSVLL叩;GQRS叫LGT乱丁和昭
t++TJ+HJJI　　　　　　　　+　.　　　. . . . .　-..　　　　　　　　　　　....J-.I....-... fP.-...JPff.++++Jl +I tA +4　tMH M+++J
syrL rle　478 L S耶mVTmSEPFARL;札ECL札計NSISQ仙帖SQFVPLTSLRyLDLSけ拡LDLYHG
hLJ77EIn　4乃LS RNNLVTW肝AQL SNLq:LRL5rKZ SQ相応SQFLPLTGLQVLDLi肘:u)LYHE
qJJSe　4的LS称肘LVTDPE肝Vr4L汎QCLiL帥SIAQAW応SQFLPLl7JLくⅣLDL洲LDLW
cl)t A乃L～私刑LVTIQP排ARL ～RLQCLL LS別iISQAⅥGSQ印PLTSLQyLDL別状LDLYH3
441+fT+I　　+I+　PJ　+　++　41 +　t　4L++++++　44+　4　+++++　++++I++
37　　5yrtrlq lO16 HFYN恥F〔R PTTAf
ヨ8　　huWn le19 HFYNRNF〔塔PITAE
3g muse 1819 HFⅥWF〔RGP･TAE
】8　　EErt lO17 HFY岬F〔mAE
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2-3)ブタTLR9と他種TLR9遺伝子との相同性および系統樹解析
ブタTLR9cDNAヌクレオチド配列はORF領域においてヒトTLR9と84.8%,
マウスとは78･1%,ネコにおいては86.7%の相同性を示した.またアミノ酸
配列においてはヒトTLR9と81.8%,マウスとは74.9%,ネコにおいては
86･7%の相同性を示し,マウスに比べヒトやネコに対して高い相同性を示し
た.
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2-4) ｢SMART｣によるsTLR9タンパク構造解析
アミノ酸配列において,シグナルペプチド,ロイシンリッチリピート,トラ
ンスメンプレン領域およびToIVinterleukin-1レセブタ-ドメインをタンパク
ドメイン解析ソフト｢SMART｣により解析した.ブタTLR9の,ヒト,マウ
スおよびネコに対する各部位のアミノ酸ホモロジーは,シグナルペプチド
(SP)(aa;1-25)で71.4%, 76.2%, 69.2%,ロイシンリッチリピート
(LRRs)(aa; 62-771)で79･2%, 70･8%, 85.1%,トランスメンブレン(TM)(aa;
818-835)で78.9%, 73.7%, 78.9%, Toll/interleukin-1レセプタードメ
イン(aa; 866-1013)で9119%, 90･6%, 96.0%であった(Table 2-3-2).
この結果は, C末端に近い部分ほど相同性が高いことが特徴的で,特に,トラ
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ンスメンブレンを境に細胞質側のToJl/interleukin-lレセプタードメイン領域
については極めて高いホモロジーを示した.
1　1【】D　エロロ姐
｣　　　　　　]
=: = =:::ニ::ニ:::::ll亡コ
Hurlu n
･榊一榊一榔榊■抑-･締朋i薯■藤一
TM TIR
拙rrt)k)野Of sW血e TLR9 tD Ⅶri｡uS SPeCieS in叩tdn dDmin
Spec its SP(%)　　LRIなく%)　　TM (%)　　TIR将)
humn　　　　71.4　　　　　79.2　　　　　78､9　　　　　91.g
rrue　　　　　76.2　　　　　70.8　　　　　　73.7　　　　　90.8
cat　　　　　　69.2　　　　　　S5.1　　　　　78 9　　　　　96.0
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2-10) Real-time PCR用プライマーの設計
Reaトtime PCR用にブタTLR9特異的primerを設計した.すなわち, DNA
増幅サイズを200bp程度に設定し, CG含量が60%以上の増幅領域におい
てGC含量50%,アニーリング温度が55℃～60℃になるような20merの塩
基配列とした.
Primer sequences used in the expressionanalysi s of sTLR9 mmA
Expression analysis pnmer :　　Forward primerReverse pn
SwineTLR9
swi neb-actin
GTGGAACrGmTGGCATC妻CACAGCACTCrGAGCTTrGT
TGGCATTGTCATGGACTCTG ≡ AGGGGCGATGATmGATCT
2-1 1)最適PCR反応条件の検討
Real-time PCR法においてPCR反応溶液中にしめるMgClZ濃度は,増幅効
率に大きな影響を与えるため, MgClZ濃度を1mM, 2mM, 3mM, 4mM, 5mM
とふって最適増幅効率を得るM9C12濃度を検討した結果,ブタTLR9ターゲ
ットPCR産物において3mM,ブタβ-actjnにおいて3mMの濃度において最
大の増幅曲線を描いた･また融解曲線(MeJting cur･ve)分析よりTm値(その
50%が1本鎖DNAに融解する温度)はブタTLR9ターゲットPCR産物にお
いて93℃と高く,プライマーダイマーなどの非特異的PCR産物は検出されな
かった･このことから蛍光強度取得温度を通常通り72℃に設定することで目
的のPCR産物由来の蛍光のみを測定出来るものと期待された.またtempJate
不含Ne9ative controlにおける非特異的PCR産物においては84.5℃であっ
た･またブタβ-actinターゲットPCR産物においても92℃と高く,ブタTLR9
同様にプライマーダイマーなどの非特異的PCR産物は検出されず,蛍光強度
取得温度を通常通り72℃に設定することで目的のPCR産物由来の蛍光のみを
測定出来るものと期待された.
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2-1 2)標準曲線の作製
IPC(Internal Positive Control)配列を用いた1.25× 1 0-12-10-16g/pIのテ
ンプレートからの増幅曲線から指数関数的増幅領域でのCt (Threshold
Cyc一e)値と蛍光強度から算出した標準曲線において評価した.誤差(Error値)
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が0･2以下であれば有意な検量線とされるため, Error値が最小になるように
外部標準の濃度(Log値)に対してCrossing Lineと指数関数的増幅領域との交
点; Crossing point (シグナルゐ立ち上がったサイクルと定義する)をシフト
させ検討した結果･ブタTLR9定量用の標準曲線, Error値; 0･0456,傾き;-
3･410･ y切片; 25･33･相関係数; -1･00を得た(Fig 3-3-8)･同様にブタβ一
actin定量用の標準曲線･ Error値; 0･0170,傾き;- 3･890, y切片;46.12,
相阻係数; -1.00を得た.
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2-13)各種組織中のブタTLR9 mRNA発現量の比較
各種組織由来cDNAをtemplateとしてReal-time quantitative PCR法に
より増幅曲線を描き, 3-5)で求めた標準曲線を用いて組織中におけるTLR9
およびβ-actin cDNA量を数値化した(ブタ　TLR9/ β-actin CDNA
concentration index).さらにTLR9 CDNA concentration indexをhouse
keepin9 gene; β-aCtin CDNA concentration indexで除すことでブタTLR9
mRNA expression indexを算出し,牌臓を1.00としたときの各種組織にお
けるIndexを数値化した.その結果,成ブタにおいて腸管免疫系を司るバイ
エル板と腸管膜リンパ節において牌臓の約3倍以上の高い発現を認めた.ま
た,初生仔ブタにおいては腸管膜リンパ節において牌臓の約1.4倍以上の発
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現を認めた.その他の組織においては肺臓との顕著な発現量の差はみられなか
った.
hdex E)i svyine TLR9 CDNA cE)nCentnbm and mRNA in the ⅦriM也sSueS
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2-14)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の作製
GENETYX-SV/RC Ver･ 1 1 ･0･3･1 (Software development,Tokyo)を用いて
ブタTLR9の全アミノ酸配列ゐ中からエピトープ領域を検索した(TabJe311).
特異的なエピトープ部位を探索するにあたり, ①ペプチドの残基数②ペプチド
断片のN末かC未にキャリアーコンジュゲーションに必要なシステイン浅基
を1箇所もつ③エピトープ部位が他種とのホモロジーが少ない④タンパク質
の立体構造上,なるべく外側に位置する,の四点を考慮した.その結果,ブタ
TLR9のタンパク質二次構造解析から細胞外ドメインにある269-285領域
(CPKDHPKLHSDTFSHLS,アミノ酸17残基)を抗原ペプチドとして選択した.
EpitE)Pe Pe P池田PKDHPXLHSDTFS I皿.S)
この抗原ペプチドの化学合成およびポリクローナル抗体の作製はサワディーテ
クノロジー(Sawady Techno一ogy)(秩)に依頼した.
抗体件製過程の概略は以下の通りである.免疫動物は抗体作製に一般的に用
いられる日本白色種ウサギ(メス)を選択し,免疫は皮内に行った.ブタTLR9
の二次構造解析から選択した17残基の抗原ペプチドに, N-末端のシステイン
残基を介してキャリアータンパク質である　KLH(Keyhole Limpet
Hemocyanin)を結合させることにより,分子量を高め,抗原として認識され
やすいようにした.初回免疫では0.15mgのKLH-antigen peptideにアジュ
バントであるFCA(Freund'complete Adjuvant)を等量混合し,エマルジョ
ンを作製したものを皮内授与した･以降の全5回の免疫は0.3mgのKLH-
antigen peptideを同様に投与した. ELJSA法によLJ抗体価を確認して全採血
をした後に精製操作を行い,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を作製した.
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2-1 5) Enzyme一日nked immunosobant assay(ELISA)法による抗体価の測定
ELJSA法を用いて,作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の正確な抗体
価を測定した結果,作製した抗体が,希釈倍率にして128,000-256,000
倍の高い抗体価を有するポリクローナル抗体であることが確認された.
(uttJEOV∈uO等)93ut2q10SqV
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一一一anti-swineTLR9antisenlm2nd 
+anti-swineTLR9antiserumexsangulnation 
-.～anti-SwineTLR9polyclonalantibody 
Result of ELISA forandbodytiter of ami-swine TLR9 polyclonalantibody
2116)組織免疫染色における抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の最適希釈倍
率の決定
適格な抗原抗体反応を行うにあたり,適切な濃度の一次抗体を用いるために
抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の最適希釈倍率を求めた.一次抗体の濃度が
薄ければ,抗原局在部位はまったく染色されないか,抗原が大量に存在する部
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位のみが染色される.また抗体の濃度が濃すぎれば,強い背景染色や発色産物
の流出･拡散が生じる結果,抗原の濃度差のみならず,分布自体も確認できな
くなる[30].そこでELJSA法によりもとめられた希釈倍率(128,000-
256,000倍)から約100倍濃い濃度の希釈倍率(1 ,280-2,560倍)を中心に
した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の希釈系列を作製し,それぞれを一次抗
体として組織免疫染色を行った結果,もっとも背景染色が少なく,抗原局在部
位が明確に判断された希釈倍率は1/1,000であった.従って, 1/1,000希
釈を抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の最適希釈倍率とした.
2-17)免疫吸収試験による抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異性の解析
作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の組織上での特異性を解析するた
めに,免疫吸収試験を行なった.免疫吸収試験は抗体の特異性を確認するのに
もっとも有効な試験であり,新しく作製された抗体を用いる場合は是非とも試
みなければならない.また,本実験のように合成ペプチドに対する抗体を作製
する際には,キャリアータンパク質が使用されており,求める特異的抗体以外
にキャリアータンパク質に対する抗体も同時に合成されているため,吸収操作
を行って組織切片上で確認する必要がある【31].抗原と抗体をあらかじめ反
応させる免疫吸収試験において,抗体と反応させる抗原量が少なければ抗体を
完全に吸収できない一方で,抗原量が過剰になると,いったん形成された沈降
物が溶解してsoluble immune complexが生じる結果,染色陽性となる場合
がある【30].よって,ドットプロット解析によって最適希釈時の特異的抗体
と適切に反応する抗原量を求めた.その結果, 1/1,000に希釈した抗ブタTLR9
ポリクローナル抗体が認識できる最低の抗原ペプチド量は,約0.5ngであっ
た･この抗原ペプチド量を指標として,約10倍量であるSn9を中心にした
抗原ペプチドの希釈系列を作製して免疫吸収試験を行った結果, 50ngの抗原
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ペプチドとあらかじめ抗原抗体反応させた際に,組織上で抗体陽性部位が完全
に消失した.このことから,作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の組織
上での特異性が確認された:
t I+
Comtrol (ュnd antibody only)
+
●　●　●　●
●　●　t)　J
Anti-Swine TLR9 polyclonalaJltibody
Dotblot analysis ofantlgen PePtide for immunoabsorption test
A : Negative Control (Alexa4i8 Only)
B : Posidve Control (antiーSwine TLR9 polyclonal amibody + Alexa4i8 )
C : Immunoabsorpdon test (anti-Swine TLR9 polyclonalantibody + amigen peptide; 50ng + Alexa4i8)
Result of immunoabsorption test
2-18)組織由来の細胞抽出物を用いた抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異
性の解析
抗体の特異性を最終的に厳格に検定するには,ウエスタンプロット法によ
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り,用いた抗体が対象とする組織ないし細胞の抽出物中のどの成分(どのよう
な分子量をもつタンパク質)と反応するかを確かめる必要がある.本実験では,
組織より細胞の抽出物を調整し,免疫沈降試験の後,ウエスタンプロット法
により解析することで,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異性の検定を
行なった.その結果,ブタTLR9の推定分子量である115.9kDaの位置にコ
ントロールでは見られないバンドが検出された.このことから,作製した抗
ブタTLR9ポリクローナル抗体の特異性が確認された.
sTLR9 1 13kDa
##♂㌔辞㌔㌔
2-1 6)蛍光抗体法による組織免疫染色
成熟ブタおよび初生仔ブタから各種臓器を摘出後,ザンボ二液で固定し,
凍結包埋した.クリオスタットで10pm厚前後の凍結切片を作製し,抗ブタ
TLR9ポリクローナル抗体を用いた蛍光抗体法により組織免疫染色を行った.
その結果,成熟ブタでは回腸由来バイエル板および腸管膜リンパ節において,
タンパク質レベルでのTLR9の発現が認められた.また,初生仔ブタでは成
熟ブタと比べて,腸管膜リンパ節および一部の回腸においてTLR9のタンパ
ク質レベルでの弱発現が認められた.一方で,ブタTLR9 mRNAレベルでの
陽性対照である肺臓をはじめとして,その他各種臓器ではタンパク質レベル
での発現が認められなかった.成熟ブタの回腸由来バイエル板では,特殊な
上皮細胞であるMembranous epithelial ceHs(M cells;M細胞)が散在するドー
ム上皮において,円柱上皮細胞(forJicle-associated epjthefium : FAE)直下の
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基底膜周辺領域にTLR9を発現した細胞が数多く認められた.また,コント
ロールを設定した場合,ドーム上皮側のリンパ液胞間域にもTLR9を発現し
た細胞が数多く認められた.また同様に,コントロールを設定した場合,成
熟ブタの腸間膜リンパ節では,一次リンパ漉胞においては漉胞内に,二次リ
ンパ漉胞においては漉胞内の腫中心周辺領域に樹状細胞様の形態をしたTLR9
を発現した細胞が数多く認められた.また,リンパ漉胞閉域にもTLR9を発
現した細胞が数多く認められた.初生仔ブタの腸管膜リンパ節では,組織が
未成熟なために,明確なリンパ液胞構造が認められなかったが,弱発現なが
らTLR9を発現した細胞が散在しているのが見出された.また,初生仔ブタ
の回腸は組織が未成熟なために,外観上バイエル板などの免疫組織が確認で
きないが,偶然切片を作製した部位において認められたリンパ漉胞において,
弱発現ながらTLR9を発現した細胞が認められた.
ー63-
MLN Peyer-s patch
2-17)フローサイトメトリー法による解析
詳細な細胞レベルでのブタTLR9の発現解析を行うために,各種組織より
細胞を調製して抗ブタTLR9ポリクローナル抗体で染色した後,フローサイ
トメトリー法により検討した.その結果,ブタTLR9 mRNAレベルでの陽性
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対照である牌臓においてはおよそ2つの細胞集団が見出され,それぞれRl,
RZとゲートを設定した後にゲートに含まれる細胞についてブタTLR9の発現
解析を行ったところ, Rlに含まれる細胞集団においてブタTLR9を弱発現し
ていることが兄い出された.一方,回腸由来バイエル板,腸間膜リンパ節,
十二指腸,空腸および回腸では,同様な3つの細胞集団が兄い出されたため,
それぞれをRl, R2, R3とゲートを設定した.それぞれのゲートに含まれる
細胞についてブタTLR9の発現解析を行ったところ, Rlに含まれる細胞集団
では,すべての組織においてブタTLR9の発現が認められた.また, RZに含
まれる細胞集団では,すべての組織においてブタTLR9の発現が認められな
かった･さらに, R3に含まれる細胞集団では,腸管膜リンパ節を除く全ての
組織においてブタTLR9のタンパク質レベルでの発現が認められた.
-65-
A iDLqi!.酢ss
btype仙1
Gate A
Gate R2
G bdypH｡加1
I STL Rタ+CD21
SNLMB
♪音io.;ss
Ⅰ ,叫,p.C..hl J sTLR9.CD21
サ
STLR 9
2-18)プライマー設計
真核生物のmRNAも効率的なリボソームの結合に重要な配列, KOZAK
consensus配列を有し,それは開始コドンAUGを含むACC生垣Gとされて
いる【104】･ -3(AUGコドンから3塩基上流)に位置するプリン残基(Aor G)
は･翻訳効率に顕著な影響を与え, -3の位置にピリミジン塩基(C or U)があ
ると, -1/-2/+4の変更が翻訳効率に､より多くの影響を与えるようになる
ことがわかっている･ -3の位置がプリンからピリミジンに変更された場合,
発現レベルは最高95%まで減少し, +4の位置は影響が少なく約50%の減少
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が見られる.そこで,今回設計したpcDNA発現ベクターに組み込むためのDNA
増幅プライマー(Forward)には, FLAG consensus配列(GCCACC生垣)を付
加した.また開始コドンた続いてFLAG-Tag配列(GATACAAGGATGA
CGACGATAAG)アミノ酸配列にして(DYKDDDDK)を付加した.ブタTLR9 0RF
からはSMARTによるタンパクドメイン解析より明らかになったシグナルペプ
チド領域を除くようにFon〃ardプライマーを設計し,さらにReverseプライ
ーマーはStopコドンを含むように設計した.また, pcDNA3マルチクローニン
グサイトに組み込むためForwardプライマーの5'側に制限酵素サイトHind日
杏, Reverseプライマーの5'側にはBamHJを付加した.
Forward primer
Hind lll
CCCAAGGCCACCATG
FLAG-Tag sequence
AI  ACAAG GATGACGACGATAAG
KOZAK cmcensussquenCe
Reverse pnmer
BamH I Stop COdon
CGCGGATCCCGGCTGTCGTG
Swine TLR9 Reverse
GCAGGCTGCCTGCC
Swine nR9 Forward
211 9) Transfectionプラスミドの調製
ブタTLR90RFを含むpGEM一丁-Easy vectorを用いて, PCR法により
pcDNA3導入用DNAを増幅した.増幅したDNAおよびpcDNAベクターを
制限酵素Hl'ndlHt BamHlで切断し, agarose電気泳動に供し目的のサイズ
のDNAバンドからDNAを抽出しLi9ation後, JM109コンビテントセルに
Transformationすることでプラスミドを得た.そのプラスミドをさらに確認
のため制限酵素HI'nd"J i BamH Iで切断Lagarose電気泳動に供し, pcDNA3
(約5.4kb)とブタTLR9(3.1kb)のサイズにバンドが観られることを確認した.
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1 】丑Tdm-KOZAR-FLAGISvqte nRg･BqTZだt
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The treatmentwith restriction enzymeガind ‖ and BmnH J
for PCR products of swine TLR9 ORヂ DNA and plasmid
ve dor (pcDNA3)
hhrkef
The treatmentwith restriction enzymeHind H and BamH I
for pcDNA3+Hind lIJ -KOZAK-FLAG-Swine TLR9-BamH J
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～-20) G41 8二硫酸塩の最適濃度測定
G418(通称ジェネティシン)はゲンタマイシンに関連したアミノグリコシド
であり,遺伝子工学の実験において選択試薬として使用されている.細菌,酵
母,高等植物と噂乳類等の細胞および昆虫に毒性を示し,耐性遺伝子は優性で
トランスポゾンTn601(903)とTn5の双方に存在し, Tn5上の遺伝子はアミ
ノグリコシドホスホトランスフェラーゼ3'(lりまたはAPH(3')llと呼ばれ,
一方Tn601上の遺伝子はアミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ3'(り
またはAPH(3') lと呼ばれている.これらの遺伝子は起源上は細菌性である
が,真核細胞においても発現させることが出来る.これらの遺伝子のいずれか
を細胞に導入するとジェネティシンに対する耐性を細胞に付与することができ,
ジェネティシンを含む培地中でその細胞を増殖させることが出来る.本実験に
おいて発現ベクターとして使用したpcDNA3は,ネオマイシン耐性遺伝子,
すなわちジェネティシンに対する耐性をもつ遺伝子領域を含むベクターである.
そこでトランスフェクタントのセレクションにはジェネティシン含む培地を用
いるため,その最適濃度の検定を行った.その結果, G41 8ニ硫酸塩0.5mg/mL,
0.8mg/mL 1.0mg/mL 1.2mg/mL, 1.5mg/mL, 2.0mg/mLの中で, 3
日目あたりから弱り始め, 1週間以内に全滅した濃度は1.0mg/mL以上であ
った.このことからG418二硫酸塩1.0m9/mLをトランスフェクタントの
セレクション最適濃度として決定した.さらに, 0.5mg/mLであっても約2
週間で全滅することが分かった.
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良r=2叫m
Be丘⊃11 treatment
瓦rt=20岬l
After treatment
The treatmentwithG418 disulfate for CHO K_1 cdls
3-4)リボフェクション法による遺伝子導入
リボソームすなわちカチオン性脂質を至適条件下で水中にて調製すると,小
さな(平均100-400nm)単層のリボソームが形成される.これらのリボソ
ームの表面は正に荷電しており,負に荷電した細胞膜表面やDNAのリン醸骨
格によって静電的に引きつけられ　カチオン性脂質試薬を用いる導入法の原理
は中性リボソームを用いてトランスフェクトさせる従来の方法とは異なってい
る｡カチオン性脂質を用いた場合, DNA溶液はリボソーム内に包み込まれる
ことはなく,負に荷電したDNAが正に荷電したリボソームに自発的に結合し
てDNA-カチオン性脂質複合体を形成する.約5 kbの一本鎖プラスミドに2-4
個のリボソームが結合すると考えられている.こうして捕捉されたDNAが培
養細胞に導入され, DNAはエンドソ-ムやリソソームを介して導入されるこ
とを示す所見が得られている.トランスフェクションに伴う問題として, DNA
導入の効率が低いこと,選べる細胞種が少ないこと,再現性が低いこと,細胞
毒性,不自由なことなどが挙げられるが,カチオン性脂質によるトランスフェ
クションでは収量が高く,多様な真核細胞において従来にないトランスフェク
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ション効率が達成でき,操作は簡単で,一貫して再現性のある結果が得られて
いる･さらに,他の方法ではトランスフェクションが難しいいくつかの細胞株
においても,カチオン性脂質を用いると遺伝子導入することができる.リン醸
カルシウム法とは異なり,カチオン性脂質によるトランスフェクションでは必
要とするDNA量は比較的少量で,キャリアDNAも必要としない.本実験にお
いてはinvitro9enのリボフェクタミンを用いてリボフェクション法により遺伝
一子を晴乳類細胞へ導入した･また3-3)にて得られたジェネティシン1.0mg/mL
を含む培地を用いたセレクションによりネオマイシン耐性遺伝子を持たない細
胞,すなわち遺伝子が導入されなかった細胞は死滅し,その中で残った細胞,
遺伝子が導入されたと思われる細胞が増殖を続けた(Fig 4-3-4).残った細
胞を継代し続け,発現解析,取り込み解析に用いた.
瓦rt=20pn 瓦r=20岬l
Resistant abilityof transfectant for G418 disulfate
3-5)発現解析
トランスフェクタントにおけるブタTLR9遺伝子の発現解析は遺伝子レベル,
すなわちmRNAのレベルにおいてはTable 4-2-4.のブタTLR9特異的プライ
マーを用いたRT-PCR法により解析した.トランスフェクタント作製に用いた
171 -
宿主細胞はヒト胎児腎細胞(HEK293T)とチャイニーズハムスター卵巣細胞
(CHO K-1)であるが, HEK293Tに関してはヒトにおいて既にTLR9はクロー
ニングがなされているため,ヒトTLR9特異的プライマーを用いてコントロー
ルHEK293T細胞におけるTLR9の発現も確認した.その結果, HEK293T,
CHO K-1細胞ブタTLR9トランスフェクタントにおいて,ブタTLR9 mRNA
の発現が観られた.またコントロールHEK293T細胞ではヒトTLR9 mRNA
の発現が弱く,ほとんど発現していないことが判明した.
また, Anti- FLAG抗体およびAnti-swineTLR9抗体を用いたフローサイト
メトリー法およびレーザー顕微鏡による解析結果からも3-4)にて残存し,増
殖した細胞がブタTLR9遺伝子を発現し,タンパクレベルにおいても発現して
いることが確認された.
Expression analysis pnmer ≡Forward primer Reverse pnmer
swi neTLR9
humanTLR9
humanGAPDH
CTGAAAGTCCrAGACGTGAG妻　TCrTGCCAGGTAACCAGTCr
GGACCTCr GGTACTGCIT CCA蔓AAGCTCGTr GrACACCCAGT CT
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC童　GAAGATGGTGATGGGAmC
syvineT LRP 49恥p
h-nTLR9 T二_二151bp
hmnGAPDH 22bp
mieTLR9 I-二二ヲ-p
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Expression analysis of swine TLR9 in the transfectant
by confoCal-lasermicroscopy
3-8) CpG DNA取り込み解析
HEK293T細胞のトランスフェクタントは細胞状態が安定せず,弱りやすか
ったため, CpG DNAの取り込み解析にはCHO K-1細胞のトランスフェクタ
ントを用いることにした･また, negativeコントロ-ルとしてTLR4のリガ
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ンドであるLPS(Lipopolysaccharide)の取り込み試験も同時に行った. DNA
モチーフとしては,今まで報告されているモチーフのほか,当研究室で見出し
ている免疫賦活化乳醸菌DNLAモチーフを用いた.その結果, negativeコン
トロールであるLPSを除く全てのDNAモチーフがブタTLR9を介して取り
込まれていることが明らかとなった.中でもCpG2006 (ヒト免疫細胞を強く
活性化するモチーフ)の取り込みが最も強く, CpG1826 (マウス免疫細胞を
届く活性化するモチーフ)より多く取り込んでいた.また,興味深いことにCpG
配列を持たないnonCpG2041 (免疫細胞活性化能がないモチーフ)も取り込
まれていた.乳酸菌由来DNAモチーフはCpG1826と同程度の取り込みが認
められた.
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CpG 2006
CpG 1826
CpG1840
nonCpG2041
L-CA乃A
TCGT- B40
CpC DNA uptake by the swine TLR9 transfectant
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Uptake of CpG 2006 bythe transfectants
Green: CpG2006(F汀C)
Red: Nuclei(SYTOX orange)
Blue: FLAG(PqCP)
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3.考察
食べるということは,生存ゐために必要な行為であり,それは食欲という基
本的な本能を満たす手段である.人類の歴史から見ると,十分に食べられない
時代の方が圧倒的に長く,人体は飢餓に耐え得るような体質を獲得したと考え
られている.しかし,現代社会は食べ残しの多さが社会問題になるほど,飽食
の時代とも呼ばれ,食べることが生命維持･健康維持ではなく,楽しみとなっ
た反面,健康を損なう問題を引き起こす~ようになってきている.生活習慣･食
習慣のひずみがもたらす肥満,高脂血症,高尿酸血症,糖尿病,痛風などの病
気が増加し,中年以降で様々な合併症による著しい生活障害が引き起こされる
原因となっている. ｢生活習慣病｣ (Life-style related diseases)の定義は,
｢食習慣,運動習慣,休養,喫煙,飲酒等の生活習慣が,その発症･進行に関
与する疾患群｣と規定され,インスリン非依存性糖尿病(成人型糖尿病) ､肥
満､高脂血症(家族性を除く) ,高尿酸血症,循環器疾患(先天性を除く) ,
大腸癌(家族性を除く) ,高血圧症,肺京平上皮癌,慢性気管支炎,肺気腫,
アルコール性肝障害,歯周病などが含まれる.糖尿病,高血圧症,心臓病,脂
卒中,動脈硬化症,高脂血症,大腸がんなどは,疾病の発症や進行に個人の生
活習慣が深く関与していることが明らかになり生活習慣病と呼ばれるようにな
った.
我が国において, 1960年代から健康効果をうたった健康食品が商品化され,
1970年代には大きな市場が形成された. 1 980年代半ばには科学的な証明に
基づく食品の栄養,噂好性以外の三次機能として,疾病の予防などの効果を有
する｢機能性食品｣の概念が世界に先駆けて提唱された.しかし,薬事法のし
ぼUから｢機能性食品｣という呼称は使えず, 1990年に栄養改善法第12条
(又は同法第1 5条第1項)の範囲で法的に｢特定保健用食品｣として制度化さ
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れた･これは厚生大臣の許可を受けなければならないものとして国が食品に健
康表示(健康への効用を示す表現)を許可する世界で初めての画期的な制度で,
平成3年に発足し,世界各国からも注目されている[115].特定保健用食品
は具体的には,身体の生理学的機能や生物学的活動に関与する特定の保健機能
を有する成分を摂取することにより,健康の維持増進に役立ち,特定の保健の
用途に資することを目的とした食品である.さらに,平成13年4月の保健機
一鹿食品制度創設に伴い,さらなる安全性や有効性を確保する観点から,食品衛
生法施行規則第5条に基づく保健機能食品の一つとしても位置付けられた.特
定保健用食品として許可等を受けるには,基本的に,特定保健用食品の‖許可
等の要件-'を満たす必要があり,なおかつ,特定保健用食品に表示できる‖保健
の用途の表示の範囲日を逸脱しないものである必要がある.また保健の用途の
表示は,健康の維持増進に役立つ,又は適する旨を表現するものであって,明
らかに医薬品と誤認されるおそれのあるものであってはならない.平成16年
1月30日現在,特定保健用食品の表示を許可している食品は410品目,義
示承認されている食品は2品目となり,まさに食品と医薬品との境界領域の新
食品として期待されている.その概念はイギリスやアメリカにも伝播し,代替
補助食品(alternative supplement)という形で確立されている.
1993年にWHO(世界保健機構)が世界人口の3分の1をこえる人々が､結
核菌に感染しているという｢世界非常事態宣言｣を出している.これは抗生物
質の開発により撲滅していたと考えられていた結核菌が抗生物質に対する耐性
を持つようになり全世界にはびこるようになったためである.こうした現象は
薬剤に頼りきってきた現代医学に対し大きな衝撃を与えると同時に,薬や手術
に頼らない疾病の予防策として,特定保健用食品の概念が注目されるきっかけ
ともなり,人間が本来持つ能力の回復･維持力に真剣に取り組む重要性が食品
業界にも大きな影響を与えた結果であると言える.
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腸管由来の乳酸菌は保健効果を有することが知られ,ヨーグルトなどの発酵
乳製品に広く利用されてきた.近年,このような発酵乳製品は機能性食品とし
て注目が集められているもの0しっである.乳酸菌を利用した発酵製品は,様々
な機能性成分を含むことが明らかとなり,機能性食品の開発に乳酸菌の利用法
の開発が重要視されるようになってきている.近年では,プロバイオテイクス
(Probiotics); ｢腸内の常在菌叢(フローラ)を改善することにより,宿主に利
益をもたらす,単一あるいは複数菌株からなる生きた培養菌｣ 【116】,ビフィ
ズスファクターであるフラクトオリゴ糖などのプレバイオテイクス
(Prebiotics); r結腸内のプロバイオティクスを含む有用菌のみの増殖を促進し,
その活性を高めることによって,宿主の健康に有利に作用する難消化性食品成
分｣ 【117],さらにプロバイオティクスとプレバイオティクスの機能を併せ持
つものをシンパイオテイクス(Synbiotics) [118,119]など新たな用語が身
近になってきている.一方,新機能性食品としてバイオジェ二クス
(Biogenics)が提案された【120].これは｢腸内フローラを介することなく,
直接,免疫賦活,コレステロール低下作用,血圧降下作用,整腸作用,抗腫療
効果,抗血栓,造血作用などの生体調節･防御,疾病予防･回復,老化制御な
どに働く食品成分｣とされている.欧州においてはプロバイオティクスの様々
な疾患に対する臨床効果,作用メカニズムの解明などについて学術的な研究を
推進する機運が高まっており,予防医学が重要視されている今日,我が国にお
いても大学および食品メーカーの研究開発が活発化している.
乳酸菌の働きとして知られている作用には,腸の嬬動運動の促進,腸内菌叢
バランスの調整,有害菌繁殖の抑制,免疫機能の向上などが挙げられる【1 21】.
現在,乳酸菌の新規機能の開発や特定保健用食品としての新しい健康表示
(Hea托hClaim)も強く望まれている中で,プロバイオティクスの菌体成分に
と卜の免疫系を刺激して感染防御や癌に対する抵抗力を高める働きのあること
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も報告されてきており【122-130】,今後,免疫応答を調節する分子メカニズ
ムを解明する研究の発展が期待されている.
当研究室では以前より発宙乳,乳酸菌の生理活性に興味関心を持ち,免疫賦
活化を誘導する乳酸菌由来活性因子の同定を進めてきた.これまでに,乳酸菌
が生産する菌体外多糖,菌体細胞壁成分,染色体DNAおよびDNAモチーフ
が免疫賦活化作用を有することを見出した[4ト50].一方,医学,免疫学の分
一･野においては, 1995年の大腸菌由来CpGDNAモチーフがBリンパ球を刺激
するというKriegらの報告[109]以来,病原細菌由来のDNAモチーフのもつ
免疫賦活化作用に関する研究が盛んに行われてきた【131-145】.また, 2000
年にはそのDNAモチーフのレセプターとしてToMke receptor(TLR)9が同
定され【26],機能性DNAのTLR9を介したシグナル伝達経路の解明されてゆ
くものと考えられている.これらの事実は,病原細菌由来DNAを乳酸菌由来
DNAへと置き換え,経口的に摂取可能な食品として利用可能なモチーフを用
いることで,免疫賦活化作用を発揮する機能性食品の開発が可能であることを
示すものである.しかし,食品として有効な保健効果が認められるためには,
作用機序の解明,再現性,効能の範囲など科学的に証明されることが必要とな
っている.本研究では,ヒトモデル系としてのブタを用いた実験系における,
プロバイオティツク乳酸菌由来DNAモチーフの免疫賦活化作用を解明するこ
とにより,乳酸菌を用いた機能性食品の開発のための基礎を築くことを目的と
した.
本研究により得られた知見は以下のとおりである.
①ブタTLR9遺伝子をクローニングし,その配列を決定した結果,ブタTLR9
はマウスに比べ,ヒトやネコTLR9と高い相同性を示すことが明らかとなり,
消化器系がヒトに近いブタがマウスよりも優れたヒトモデル系となりうること
が示唆された. ②ReaトtimePCR法による各種臓器における発現解析から,こ
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れまでTLR9は牌臓において強い発現が認められると報告されていたが,経口
的に病原細菌に曝される可能性が最も高い腸管粘膜系の中で,腸管免疫におい
て中心的な役割を果たすパイ土ル板や腸管膜リンパ節において,牌臓の約3倍
以上のmRNA発現が認められ,大変興味深い新知見を得た. ③ブタTLR9の
エピトープ解析とタンパク質2二次構造解析から,細胞外ドメインにある
269-285領域(CPKDHPKLHSDTFSHLS,アミノ酸1 7残基)を抗原ペプチドと
して選択し,化学合成した抗原ペプチドをウサギに免疫することで,抗ブタ
TLR9ポリクローナル抗体を作製した. ④免疫沈降試験,ウエスタンプロット
解析および免疫吸収試験により,作製した抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の
特異性を解析した結果,抗体の特異性が認められた. ⑥抗ブタTLR9ポリクロ
ーナル抗体を用いた組織免疫染色の結果,成熟ブタにおいて, FAE直下の基
底膜周辺領域にTLR9を発現した細胞が数多く認められた.よって, M細胞
の上皮細胞間ポケットに入り込んだB細胞,マクロファージおよびIDCなど
がTLR9を発現している可能性が示唆されると同時に,基底膜にへばりつくよ
うにして存在する箭繊維芽細胞がTLR9を発現している可能性も考えられる.
さらにドーム上皮側のリンパ漉胞閉域にもTLR9を発現した細胞が数多く認め
られた.この領域はT細胞や樹状細胞が数多く存在しているといわれる傍液
胞域に相当し, TLR9陽性細胞が形態学的に樹状細胞様の形態をしていること
から, M細胞などから取り込まれた乳業用乳酸菌を含む微生物由来の非メチ
ル化CpG DNAモチーフが, TLR9を発現した樹状細胞を活性化させて免疫賦
活化作用をもたらしていることが強く示唆される.一方,渡胞域内にはTLR9
を発現した細胞が認められなかったことから, B細胞およびFDCはタンパク
質レベルでのTLR9の発現が弱いことが示唆された. ⑥抗ブタTLR9ポリクロ
ーナル抗体を用いた組織免疫染色の結果,成熟ブタにおいて,一次リンパ漉胞
においては漉胞内に,二次リンパ漉胞においては漉胞内の肱中心周辺領域に樹
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状細胞様の形態をしたTLR9を発現した細胞が数多く認められた.しかし,回
腸由来バイエル板では液胞域内にTLR9陽性細胞は認められておらず,基本的
なリンパ漉胞構造は同じやありながら,組織によってリンパ漉胞における
TLR9の発現に違いが見られるという興味深い結果が得られた. ⑦組織免疫染
色の結果,成熟ブタの回腸由来バイエル板では,円柱上皮細胞直下の基底膜周
辺領域およびドーム上皮側のリンパ漉胞間域にTLR9を発現した細胞が数多く
一認められた.成熟ブタの腸間膜リンパ節では,一次リンパ液胞においては液胞
内に,二次リンパ液胞においては漉胞内の歴中心周辺領域にTLR9を発現した
細胞が数多く認められた.また,リンパ漉胞間域にもTLR9を発現した細胞が
数多く認められた.初生仔ブタの腸管膜リンパ節では,弱発現ながらTLR9を
発現した細胞が散在しているのが見出され,一部の回腸にも弱発現ながら
TLR9を発現した細胞が認められた.一方で, mRNAレベルでの陽性対照であ
った牌臓をはじめ,その他の組織では発現が認められなかった. ⑧フローサイ
トメトリー解析の結果,成熟ブタの陣臓においてはTLR9を弱発現している細
胞集団が認められた.成熟ブタの回腸由来バイエル板,腸間膜リンパ節,十二
指腸,空腸および回腸では, Rlの細胞集団において, TLR9を発現している
ことが認められた.また,腸管膜リンパ節を除く全ての組織において認められ
たR3の細胞集団において, TLR9を発現していることが認められた. ⑨DNA
モチーフの評価系として利用可能な,動物細胞を用いたブタTLR9を強制発現
させたトランスフェクタントの作製に成功した.本トランスフェクタントを用
いた病原細菌(E.colt)および当研究室にて見出している免疫賦活化作用をもつ
乳酸菌由来CpG DNAモチーフの取り込み解析から, E.co/I'由来DNAモチー
フと同様に乳竣菌由来DNAモチーフも取り込まれたことから, TLR9を介し
てその機能性が発揮されるものと考えられた.また, CpG配列を持たず,負
疫刺激機能が無いnonCpG DNAモチーフ(CpG ZO41)が,強い免疫刺激機能
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を持つーCpG_DNAモチーフ(CpG 2006)と同程度取り込まれ, TLR9のリガン
ドがCpGDNAであるという従来の見解に疑問が持たれた.さらに,これらの
事実は, TLR9を介する活性化'シグナルの発動の有無が細胞内においてリガン
ドによって振り分けられている可能性を示すものである.今後,ブタを実験動
物としたヒトへのモデル系の計画的解析を通して, TLR9のトランスフェクタ
ントを用いた機能性乳酸菌DNAの認識性とシグナルトランスダクションの解
析を進めることにより,機能性食品開発の基礎研究が分子間の反応としてより
発展的に展開される.
これまでTLR9の強発現細胞として知られる,樹状細胞にはサブセットが存
在し,マウスおよびヒトにおいてそれぞれ6つと2つの異なるサブセットが
同定されている【47-49].マウスの異なる6つサブセットでは, 2つのサブ
セットに関しては明らかになっていないが,残りの4つのサブセットにおいて
TLR9が発現していることがこれまでのmRNAレベルでの解析によって明ら
かになっている･また,ヒトの異なる2つのサブセットではPlasmacytoid
DC(PDC)にのみ発現しており, myeroid DC(MDC)には発現していないことが
mRNAレベルでの解析によって明らかにされている【50].本研究において成
熟ブタFAE直下の基底膜周辺領域にTLR9を発現した細胞が数多く認められ
た.よって, M細胞の上皮細胞間ポケットに入り込んだB細胞,マクロファ
ージおよびIDCなどがTLR9を発現している可能性が示唆されると同時に,
基底膜にへばりつくようにして存在する筋繊維芽細胞がTLR9を発現している
可能性も考えられた.さらにドーム上皮側のリンパ漉胞閉域にもTLR9を発現
した細胞が数多く認められ,この領域はT細胞や樹状細胞が数多く存在して
いるといわれる傍漉胞域に相当し, TLR9陽性細胞が形態学的に樹状細胞様の
形態をしていることから, M細胞などから取り込まれた乳業用乳酸菌を含む
微生物由来の非メチル化CpG DNAモチーフが, TLR9を発現した樹状細胞を
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活性化させて免疫賦活化作用をもたらしていることが強く示唆される.一方,
漉胞域内にはTLR9を発現した細胞が認められなかったことから, B細胞およ
びFDCはタンパク質レベルでのTLR9の発現が弱いことが示唆された.また,
回腸由来バイエル板同様, TLR9 mRNAレベルで強発現が認められた腸管膜リ
ンパ節は,一次リンパ液胞においては液胞内に,二次リンパ漉胞においては漉
胞内の腫中心周辺領域に樹状細胞様の形態をしたTLR9を発現した細胞が数多
-く認められた.しかし,回腸由来バイエル板では液胞域内にTLR9陽性細胞は
認められておらず,基本的なリンパ漉胞構造は同じでありながら,組織によっ
てリンパ液胞におけるTLR9の発現に違いが見られるという興味深い結果が得
られた.一方,初生仔ブタにおいては,成熟ブタに比べてタンパク質レベルで
のTLR9の発現が弱いことが見出された. CpGDNAモチーフの刺激によって,
ヒトの未成熟単球が樹状細胞へと分化誘導されるという報告もあり[51],外
来物質や細菌などの刺激により,成長とともにバイエル板が形成されていく過
程で,回腸に点在する自然免疫系の細胞が,分化誘導されながらバイエル板の
歴中心(germinal center)へと集中していく可能性が示唆された.仮にヒトに
近い種であるといわれるブタにおいても,異なる樹状細胞サブセット間で
TLR9の発現に違いがあるとすれば,このような組織間での発現の違いは,ブ
タの回腸由来バイエル板および腸管膜リンパ節間で樹状細胞のサブセットが異
なることによるのかもしれない. TLR9により認識される細菌由来CpG DNA
はTLR9を介して自然免疫におけるマクロファージや樹状細胞などのTh-1系
免疫を活性化させる炎症性サイトカイン,インターフェロン(肝N), TNF-α, lL-6,
lL12, lL-18などの生産を促すことが知られている.それらサイトカインが
myeloid DCを成熟させ, NK細胞を活性化させTh-1免疫反応を増強しすると
考えられている.この作用などよりCpGDNAはマウスモデルにおいて,ウイ
ルス,細菌,真菌,寄生虫などに抵抗作用を持ち,また,抗腫癌作用もあり,
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ヒトにおいて悪性リンパ腫などですでに臨床応用が開始されたことも報告され
ている.さらに2002年には米国CoJey Pharmaceuticals Group社とドイツ
Ludwig-MaximiJians大学神経病理学研究所,およびドイツMunich工科大学
の共同研究チームは,スクレイピーを感染させたマウスにCpGオリゴデオキ
シヌクレオチド分子を繰り返し注射することによりプリオン病の発症を抑える
ことに成功したと発表している【146].
また本研究ではDNAモチーフの評価系として利用可能な,動物細胞を用い
たブタTLR9を強制発現させたトランスフェクタントの作製に成功した.本ト
ランスフェクタントを用いた病原細菌(E.co/I)および当研究室にて見出してい
る免疫賦活化作用をもつ乳酸菌由来CpG DNAモチーフの取り込み解析から,
E･co/i由来DNAモチーフと同様に乳酸菌由来DNAモチーフも取り込まれた
ことから, TLR9を介してその機能性が発揮されるものと考えられた.また,
CpG配列を持たず,免疫刺激機能が無いnonCpG DNAモチーフ(CpG 2041)
が,強い免疫刺激機能を持つCpG DNAモチーフ(CpG 2006)と同程度取り込
まれ, TLR9のリガンドがCpG DNAであるという従来の見解に疑問が持たれ
た･さらに,これらの事実は, TLR9を介する活性化シグナルの発動の有無が
細胞内においてリガンドによって振り分けられている可能性を示すものである.
今後,ブタを実験動物としたヒトへのモデル系の計画的解析を通して, TLR9
のトランスフェクタントを用いた機能性乳酸菌DNAの認識性とシグナルトラ
ンスダクションの解析を進めることにより,機能性食品開発の基礎研究が分子
間の反応としてより発展的に展開される.
本研究の成果は,微生物由来DNAモチーフによる刺激とTLR9による認識
およびシグナル伝達システムを応用したDNAワクチンの開発にもつながるも
のである･感染を抑制するだけの低い免疫応答から,細菌を殺す有効性の高い
応答へと切り換えることができれば,結核などの感染症の治療,さらには癌,
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アレルギーなどへの幅広い可能性が期待できる.最近,腸管まで届く生きた抗
原運搬役として乳酸菌が注目を浴びているが【147,148],それに加えて乳酸
菌由来DNAもまた免疫賦浩化能があることが当研究室の研究により明らかに
なったことから乳醸菌に対する期待が大いに高まっている.今回, TLR9がバ
イエル板および腸管膜リンパ節で強い発現が認められたことは, TLR9が腸管
免疫系において重要な役割を担っていることを強く示唆するものであり,食餌
一･性の乳業用乳酸菌のDNAがTLR9を刺激し,免疫を活性化する可能性が考え
られる.一方で,腸管の常在乳酸菌のDNAに対する免疫応答の巧妙な調節も
存在することが考えられる.それゆえ,乳酸菌DNAのTLR9を介する腸管免
疫系を明らかにすることは,腸管常在乳酸菌や乳業用乳酸菌を用いたDNAワ
クチンの開発に必要不可欠である.本研究で得られた知見は,今後腸管におけ
るTLR9を介するシグナル伝達経路について,その認識メカニズムを分子レベ
ルで明らかするための糸口となり,自然免疫という基本的な免疫システムがよ
り発展的に解明されるための原動力ともなると確信する.さらに,プロバイオ
ティツク乳酸菌を含む食品をr生体防御食品｣ (Bio-defense foods)と位置
付ける基礎として大いに期待できる.
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4)まとめ
近年,樹状細胞など自然免疫系の細胞に, TolHike receptor (TLR)とよば
れる一群の受容体が存在していることが発見された.現在までに10種類の
TLRの存在が報告されており,細菌やウイルスに含まれる特異的な分子パタ
ーン( pathogen associated molecular patterns : PAMPs)を認識し,その後
の獲得免疫応答をリードする指令塔の役割を果たしているものと考えられてい
る[12-14].当研究室では,このTLRファミリーのうち,微生物由来のDNA
モチーフを認識するTLR9に着目し,乳業用乳酸菌由来のDNAモチーフが
TLR9を介する免疫賦活化作用をもたらす可能性を検証している.
本研究では,ブタ腸管バイエル板より精製したpoly(A)+mRNAを用いてブ
タTLR9のクローニングおよび全構造遺伝子配列を決定し, real-tjmePCR法,
ウェスタンプロット法によりブタ腸管臓器のなかでもバイエル版と腸管膜リン
パ節においてTLR9の強発現を兄いだした.抗ブタTLR9ポリクローナル抗体
を作製し,それを用いた組織免疫染色およびフローサイトメトリー解析から,
パイエル板ではFAE直下の基底膜周辺領域にTLR9を発現した細胞が数多く
認められた･また,ドーム上皮側のリンパ渡胞閉域にもTLR9を発現した細胞
が数多く認められた.一方,腸管膜リンパ節では,一次リンパ漉胞においては
液胞内に,二次リンパ液胞においては漉胞内の肱中心周辺領域に樹状細胞様の
形態をしたTLR9を発現した細胞が数多く認められた.フローサイトメトリー
解析の結果,成熟ブタの牌臓においてはTLR9を弱発現している細胞集団が認
められた.成熟ブタの回腸由来バイエル板,腸間膜リンパ節,十二指腸,空腸
および回腸では, Rlの細胞集団において, TLR9を発現していることが認め
られた･また,腸管膜リンパ節を除く全ての組織において認められたR3の細
胞集団において, TLR9を発現していることが認められた.我々が発見した乳
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酸菌由来の免疫賦活化機能をもつ機能性DNAモチーフに対する評価系を構築
する目的から,ブタTLR9遺伝子を動物細胞に導入し,強制発現させたブタ
TLR9のトランスフェクタントを作製した. E.coII'および乳酸菌由来DNAモ
チーフの取り込み解析から,トランスフェクタントにおけるブタTLR9を介す
るDNAモチーフの取り込みが認められた.また, nonCpG2041の取り込み
解析より, TLR9がCpG DNAのみをリガンドとする受容体ではない可能性が
‥示唆され,取り込み強度と活性の強度は必ずしも比例しないことが考えられた.
特に食品と関わL)の深い腸管免疫系の組織である回腸由来バイエル板および
腸管膜リンパ節において,タンパク質レベルでのTLR9の発現が認められたこ
とは,乳業用乳酸菌由来のCpG DNAモチーフが生体内でTLR9を介する免疫
賦活化作用を誘導していることを強く示唆するものであり,これらの反応を応
用した｢生体防御食品(Bio-defense foods)｣の開発に大いに期待がもたれた.
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1)　学　会　誌　等
1.北薄春樹,膏藤忠夫; ｢乳酸菌からの免疫活性DNAモチーフの発見と"生
体防御食品"への応用. ｣ミニレビュー.わが国における乳酸菌のフロンティ
ア研究.日本農芸化学会誌, 76, 833-836 (2002).
2.Takeshi Shimosato, Haruki Kitazawa, Shinichiro Katoh, Yoshihisa
Tomioka, Risuke Karima, Satoshi Ueha, Yasushi Kawai, Takanori Hishinuma,
Koujj Matsushima and Tadao Saito; Swine To川-like receptor 9 recognizes
CpG motifs of human ce" stimulant. Biochm. BI'ophys. Acta, 1 627, 56-61
(2003).
31Haruki Kitazawa, Hiroshi Watanabe, Takeshi Shimosato, Yasushi Kawai,
TakatoshHtoh and Tadao Saito; lmmunostimuratory oligonucleotide, CpG-
like motif exists jn from Lactobacillus de/brueckii ssp･ bu/garI'cus N)AI B6.
lnt. J. FoodMicrobio/., 85, l 1-21 (2003).
4.Takeshi Shimosato, Haruki Kitazawa, Masanori Tohno, Shinichiro
Katoh, Yasushi Kawai, Tadao Saito; Development of immune assay system
for both CpG and non-CpG DNA from lactic acid bacteria uslng a
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5･Takeshi Shimosato, Masanori Tohno, Shinichjro Katoh, Kouichi Watanabe,
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epithelia in swine Peyer's patches, CeI/&Tissue Research., submitted
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Tadao Saito and Harukj Kitazawa; CIomng and characterization of swine
lnterleukin-1 7 preferentjally expressed in intestine. J. /nterferon CytokI'ne
Res., submitted.
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2)　学　会　発　表･招　待　講　演
[学会発表]
1.北穿春樹,下里剛士,川井　泰,膏藤忠夫;
乳酸菌DNAモチーフの腸管バイエル板細胞による取り込みとサイトカインネ
ットワークの制御
日本畜産学会　第100回大会　講演要旨集, p.177,2002.
2.下里剛士,北薄春樹,川井　奉,斎藤忠夫;
ブタToMke receptor 9 (sTLR9)の腸管バイエル板からのクローニングとそ
の発現解析
日本農芸化学会　2002年度大会　講演要旨集, p.280, 2002. (学会トピック
スに採択)
3･北弄春樹,加藤真一郎,下里剛士,川井　泰,棄藤忠夫;
乳酸菌遺伝子データバンクを用いたCpG DNAモチーフの検索と同モチーフを
含む合成オリゴDNAの免疫活性
日本畜産学会　第101回大会　講演要旨集, p.163,2003.
4.下里剛士､北弄春樹､川井　泰､膏藤忠夫
ブタTo=一日ke receptor (STLR) 9発現細胞系の構築とその利用
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.69,2003.
5.北淳春樹､下里剛士､川井　泰､膏藤忠夫
ブタToJHike receptor (STLR) 9による乳酸菌DNAモチーフの認識性
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.69,2003.
6･遠野雅徳､北弄春樹､下里剛士､加藤真一郎､川井　泰､渡遺康一､山口高
弘､斎藤忠夫
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ブタTo‖-like receptor(TLR)9の抗体作製と臓器発現部位の解析
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.70,2003.
7.加藤真一郎､北薄春樹､下里剛士､川井　奉､膏藤忠夫
乳酸菌DNAモチーフによるブタ腸管におけるサイトカインmRNAの発現誘導
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.70,2003.
8･下里剛士,北薄春樹,松本真由美,加藤真一郎,川井　泰,脅藤忠夫
ブタToH-like receptor(STLR)2のクローニングとその発現解析
日本農芸化学会　2003年度大会　講演要旨集, p.ll,2003.
9･北浮春樹,下里剛士,松本真由美,加藤真一郎,川井　泰,斎藤忠夫
ブタTolHike receptor(STLR)Zに相互作用をもつSTLRlおよび6のクローニ
ングとその発現解析
日本農芸化学会2003年度大会　講演要旨集, pl1, 2003
10･下里剛士,北薄春樹,遠野雅徳,加藤真一郎,川井　泰,膏藤忠夫
ブタTLR9トランスフェクタントによる乳酸菌DNAの免疫評価系の構築
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
11･遠野雅徳,北津春樹,下里剛士,加藤真一郎,川井　泰,斎藤忠夫
ブタTLR2トランスフェクタン･トの構築とその利用
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004
12･加藤真一郎,北穿春樹,下里剛士,遠野雅徳,川井　泰,曹藤忠夫
ブタインターロイキン117(IL-1 7)のクローニングとその特徴
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
1,31北薄春樹,加藤真一郎,下里剛士,遠野雅徳,川井　泰,斎藤忠夫
ブタインターフェロン-γ受容体(肝NTR)のクローニングとその解析
日本畜産学会　第103回大会　講演要旨集, p.,2004.
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3)　総 一説
北津春樹,膏藤忠夫
｢乳酸菌からの免疫活性DNAモチーフの発見とブタToll様受容体トランスフ
ェクタントによる活性評価系の構築｣特集　プロバイオティクスの機能と広が
る応用範囲,食品工業, 46(14), 25-31 (2003).
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4)　記 一事
｢東北大,ブタのTLR単離,ヒトモデルとしての免疫活性化因子スクリ一二ン
_グに活用｣基礎科学･技術･シ-ズ,日経バイオテク(2'003年4月14日発行),
p.28, 2003.
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5)　特 許
1. Toll様レセプター強制発現細胞の利用　特許出願中(特願2003-172132)
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